
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Atividade Anti – Tumoral e Imunomodulatória de Complexos 

de Paládio (II) Utilizando Modelo Experimental de Ehrlich 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

Marcela Bassi Quilles 

 

 
 

 

                                                                                 Orientadora: Iracilda Zeppone Carlos 

                      Araraquara-SP                                          

2010 

 

Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho. 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas. 

Campus de Araraquara. 



 
 
 
 
 

Livros Grátis 
 

http://www.livrosgratis.com.br 
 

Milhares de livros grátis para download. 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Atividade Anti – Tumoral e Imunomodulatória de Complexos 

de Paládio (II) Utilizando Modelo Experimental de Ehrlich 
 

 

 

 

 

 

 

 

Marcela Bassi Quilles 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

                                                                                

 

 

 

 

 

 

                                                                                 Orientadora: Iracilda Zeppone Carlos 

 

Araraquara-SP 

2010 

Universidade Estadual Paulista Júlio de Mesquita Filho. 

Faculdade de Ciências Farmacêuticas. 

Campus de Araraquara. 

 Dissertação apresentada ao 

Programa em Biociências e 

Biotecnologia Aplica á 

Farmácia (área de Imunologia), 

da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da Universidade 

Estadual Paulista, como 

requisito parcial para obtenção 

do título de Mestre.                                                                           



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Apresentação 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Imunologia Clínica do Departamento 

de Análises Clínicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade Estadual 

 Paulista (UNESP) de Araraquara com auxilío de bolsa CAPES (Coordenação de 

Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior). 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedicatória  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O fracasso me surgiu inúmeras vezes, e você me deu apoio. As dificuldades me fechou as portas, e 

você me deu o caminho. Dedico a você, Mãe, que se deu por inteiro, e renunciou aos seus sonhos 

para que muitas vezes, pudesse realizar os meus, não bastaria um muito obrigado. A você mãe 

por natureza, opção e amor, venho de alguma forma traduzir esta emoção que palavras 

dificilmente traduzem. Obrigado por acreditar e apoiar minhas decisões, pelo amor, silêncio, 

compreensão oferecidos. 

Amo você.... 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Agradecimentos   



A Deus, que desde o início dessa caminhada, Tu estavas presente. 

                Vitórias foram conquistadas. Derrotas foram superadas. Amizades foram criadas. 

Conhecimentos foram adquiridos. 

....e agora que alcancei meu objetivo, venho 

lhe agradecer humildemente a  vitória desse momento. 

Obrigada Senhor ! 

 

 Ao meu amado esposo, que sempre esteve ao meu lado. Te amo e te agradeço pelo seu apoio 

quando mais precisei de sua paciência, compreensão, atenção e amor. Esta conquista sem dúvida é 

sua também. Obrigada por tudo!!!   

 

 

A minha Querida orientadora Iracilda Zeppone Carlos, por ter me iniciado na pesquisa a 

ser uma profissional responsável e dedicada. Pela confiança depositada e pela paciência 

dispensada. 

Devo muito do que sou hoje a você!Obrigada por ter me ensinado sobre ciência e sobre a vida! 

 

Aos colegas de trabalho que fizeram os momentos difíceis mais agradáveis com palavras de 

conforto e ânimo, e por toda ajuda para término deste trabalho. 

 

As minhas amigas "Cabeças" pela descontração e por toda a amizade durante os anos de 

convivência, não sei o que seria sem vocês! 

 

 

A Marisa Campos Polesi Placeres por toda a ajuda e amizade, Adoro você Má. 

Ao Institudo de Química pela ajuda e compreensão. 

 



Ao Antônio Carlos Moro e Sandra Regina Ananias  pela grande ajuda, paciência e pelo 

fornecimento dos materiais dos compostos estudados. 

 

As Profs. Eliana Aparecida Varanda e Clarice Queico  por ter aberto as porta de seu 

laboratório, e a sua equipe, Flavinha, Ana, Mari, Fabiana, Adolfo, Fernando, que sempre 

estiveram solícitos a ajudar, muito obrigada. 

 

Ao Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) pela 

bolsa concedida. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESUMO 

O câncer, manifestação originada pelo crescimento descontrolado de células, afeta 

milhões de indivíduos. Os macrófagos são as primeiras células a serem ativadas para 

participar de uma resposta imunológica propriamente dita, são células capazes de 

secretar mais de cem produtos biologicamente ativos, entre esses, espécies reativas de 

nitrogênio e citocinas que atuam no contexto da resposta imunológica e/ou inflamatória. 

Sabendo que compostos de paládio (II) podem apresentar potenciais atividades anti - 

tumorais, neste trabalho foram testado os compostos de fórmula geral [Pd(dmba)(Cl)tu] 

e [Pd(dmba)(N3)tu], nos quais dmba = N,N-dimetilbenzilamina e tu = tiouréia quanto a 

atividade antiinflamatória,  antitumoral e mutagênica dos mesmos.Como droga padrão 

das reações realizadas foi utilizada a cis-platina. Foi determinada a ação destes 

compostos frente ao sistema imunológico através, de ensaios de determinação de 

citotoxicidade mediano (IC50) pela técnica de MTT, óxido nítrico (NO), peróxido de 

hidrogênio (H2O2), determinação das citocinas IL-1, IL-6, IL-12, TNF-α e IL-10. Além 

disso, foi determinado a atividade antitumoral dos compostos frente à célula tumoral de 

Ehrlich, assim como a atividade mutagênica pelo teste de Ames e Ensaio com plasmídio 

pUC 9.1. Os resultados mostraram produção de NO e das citocinas IL-1, IL-6, IL-12 e 

TNF-α; moderada produção de H2O2 pelos macrófagos peritoneais de animais normais e 

animais portadores do tumor de Ehrlich na sua forma sólida, estimulados com os 

compostos e seus ligantes, assim como a cis-platina. Por outro lado, de maneira contrária 

às outras citocinas testadas, não houve a produção de IL-10. No que se refere à atividade 

antitumoral dos compostos testados, estes mostraram efeito citotóxico sobre a linhagen 

tumoral testada. Com relação à atividade mutagênica, os compostos e ligantes não foram 

mutagênicos in vitro, diferente da cis-platina que demontrou-se mutagênica, 

ocasionando mutações pontuais no DNA de Salmonella typhimurium, pelo teste de 

Ames. Os compostos e ligantes também não foram capazes de induzir quebras no DNA 

pelo ensaio com plasmídio pUC 9.1. Levando em consideração a não mutagenicidade 

dos compostos e de seus ligantes, assim como a capacidade dos mesmos de estimularem 

a produção de citocinas pró-inflamatórias em animais portadores do tumor de Ehlich, 

estes demonstram-se promissores uma vez que mesmo sendo capaz de estimular o 

sistema imune não provoca toxicidade e mutagenicidade ao DNA. 

 

Palavras-chaves: Macrófagos, Interleucinas, Óxido nítrico, Tumor de Erlich, 

Organometálicos e Mutagenicidade. 



 

ABSTRACT 

The cancer, manifestation originated by the growth not controlled of cells, affects 

million of individuals. Macrophages are the first cells to be activated to participate in an 

immune response itself, are cells to able to secreting more than one hundred biologically 

active products, among these, reactive nitrogen species and cytokines that act in the 

context of the immune response and / or inflammatory. Knowing that compounds of 

palladium (II) can be potential activities anti - tumor in this study was tested compounds 

of general formula [Pd (Pd) (Cl) tu] and [Pd (Pd) (N3) tu], where Pd = N, N-

dimetilbenzilamina and tu = thiourea as the anti-inflammatory, antitumor and mutagenic 

of the same. As standard was used the cis-platinum. We determining the action of these 

compounds against the immune system, for tests to determine the median cytotoxicity 

(IC50) by the MTT technique, nitric oxide (NO), hydrogen peroxide (H2O2), 

determination of IL-1, IL-6 , IL-12, TNF-α and IL-10. Moreover, it was determined the 

antitumor activity of compounds against the Ehrlich tumor cell, as well as mutagenic by 

the Ames test and test with plasmid pUC 9.1. The results showed NO production and 

the IL-1, IL-6, IL-12 and TNF-α, by peritoneal macrophages from normal animals and 

animals with Ehrlich tumor in solid form was stimulated by the compounds and their 

ligands as well as cis-platinum. Moreover, in contrary manner to other cytokines tested, 

there wasn’t production of IL-10, and H2O2. With regard to the antitumor activity of the 

compounds tested, these showed cytotoxic effect on tumor lineage tested. With respect to 

mutagenic activity, compounds and ligands weren’t mutagenic in vitro, unlike cis-

platinum was shown to be mutagenic, causing mutations in the DNA of Salmonella 

typhimurium by the Ames test. The compounds and ligants were not also to induce DNA 

breaks in the plasmid pUC 9.1 test. Taking into account the non-mutagenicity of 

compounds and their ligands, as well as of their capacity to stimulate the production of 

proinflammatory cytokines in animals with tumor Ehrlich, they show themselves to be 

promising when compared with cis-Pt, as that even being able to stimulate the immune 

system no causes toxicity and mutagenicity in DNA. 

 

Keywords: Macrophages, Interleukins, nitric oxide, tumor Erlich, Organometallic and   

Mutagenicity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Câncer é uma doença que ataca milhões de indivíduos, e se da pelo crescimento 

descontrolado de células em alguma parte do corpo, sendo o câncer de mama o segundo 

mais freqüente no mundo e o primeiro entre as mulheres (INCA, 2009; PIVETTA, 

2004). 

A quimioterapia é o tratamento aplicado a mulheres que resistem ao tratamento 

hormonal, e uma das tentativas de inibir o crescimento do câncer é deter o fluxo de 

informação genética, sendo a cis-platina um dos complexos de maior sucesso na área da 

terapêutica. Este complexo tem a capacidade de se introduzir nas cadeias de DNA do 

núcleo das células. Como consequência  a célula deixa de se replicar o que permite que a 

cis-platina seja um instrumento eficaz na cura do câncer (KOMEDA et al., 2003).  

Embora a cisplatina seja um dos cinco agentes antitumorais mais utilizados em 

terapia clínica (O´DWYER et al., 1999) esta possui várias limitações, incluindo 

toxicidade (nefrotoxicidade, neurotoxicidade, ototoxicidade e emetogenesis) e 

resistência intrínseca ou adquirida (REEDIJK, 1996). Sendo assim o uso de compostos 

químicos vem sendo amplamente utilizado na área médica, por sua vasta aplicação 

frente a células cancerosas.  

Os complexos organometálicos de paládio (II) são intensamente investigados a 

décadas, e tem despertado recentemente grande interesse na aplicação dos mesmos como 

agentes antineoplásicos por produzirem complexos estáveis o suficiente para permitirem 

uma eficaz ação da droga no organismo em concentrações muito baixas em relação aos 

compostos análogos de platina e com reduzida citotoxicidade (ANANIAS et al., 2003).  

Para investigar a ação de compostos químicos se faz necessário a utilização de 

animais e o tumor de Ehrlich foi o modelo de escolha para o desenvolvimento do 

trabalho. O tumor de Ehrlich é uma espécie específica de neoplasia transplantável que 
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corresponde ao adenocarcinoma mamário de camundongos. Cresce em várias espécies 

de camundongos, em uma forma ascítica, quando inoculado na cavidade peritoneal e na 

forma sólida quando inoculados por via subcutânea (EHRLICH, 1932).  

 Atualmente a investigação da atividade biológica envolvendo interações entre 

complexos inorgânicos com DNA e RNA é predominante na literatura, e são escassos os 

estudos que tratam da ativação de macrófagos no sistema imune por estas espécies 

químicas (ALLAVENA et al., 2008). Dentro deste sistema, os macrófagos são células 

pertencentes à imunidade inata que possuem várias funções tais como a eliminação de 

corpos estranhos, apresentação de antígenos e ativação das células T através da produção 

de citocinas (ADAMS e HAMILTON, 1984; MACKANESS, 1962). A ativação dos 

macrófagos é um evento chave na imunidade inata para iniciação e propagação de 

reações defensivas contra patógenos, porém a ativação descontrolada destas e de outras 

células do sistema imune pode resultar em condições patológicas de inflamações 

crônicas (MANTOVANI, 2009). 

Da mesma maneira, em tumores, a ativação de oncogenes pode orquestrar a 

produção e/ou o recrutamento de células inflamatórias (MANTOVANI, 2009). Nesse 

contexto, a resposta imunológica é de fundamental importância no desenvolvimento e 

erradicação dos mesmos. Durante o processo inflamatório, os macrófagos  caracterizam- 

se  pelo aumento da capacidade fagocítica e de gerar reativos intermediários do oxigênio 

(ROIs), nitrogênio (RNIs) e citocinas, ainda evidências indicam, que esses macrófagos 

ativados são capazes de destruir células tumorais (EBERHARDET, 2001; JANEWAY, 

2006).  As citocinas e produtos microbianos afetam diferentemente a função destas 

células ativando ou desativando-as (MANTOVANI et al., 2004). 

O óxido nítrico é produto de macrófagos ativados e é derivado do aminoácido L-

arginina pela atividade enzimática da óxido nítrico sintase induzível (iNOS ou NOS2) e 
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funciona como uma molécula tumoricida e antimicrobiana in vitro e in vivo, 

promovendo inibição da proliferação e redução da progressão metastática (BOGDAN, 

2001; GALLI, et al., 2003). Enquanto que a geração de H2O2 é um processo natural, 

resultante de várias reações específicas essenciais à atividade celular. Entretanto, a 

liberação de quantidades significativas de H2O2 induz a quebra da fita de DNA e/ou 

perturbação no citoesqueleto da membrana, levando à morte celular (RAMASARMA, 

1990).  

 As espécies reativas de oxigênio podem lesar o tecido do hospedeiro 

especialmente na vizinhança do sítio inflamatório. Têm-se relatado seu envolvimento em 

danos a tecidos associados com doenças inflamatórias incluindo a artrite reumatóide, 

aterosclerose, catarata, diabetes mellitus, câncer, dentre outras (BERGENDI et al., 1999; 

KARPUZOGLU e AHMED, 2006). 

Além do NO e H2O2, outros mediadores estão envolvidas em processos 

inflamatórios. As citocinas interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), interleucina-12 

(IL-12) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) são conhecidas por serem citocinas pró-

inflamatórias que possuem uma multiplicidade de atividades biológicas ligadas a 

imunopatogenicidade de doenças inflamatórias crônicas e agudas (RIGBY et al., 2007).  

O TNF- pode induzir morte por necrose ou apoptose em algumas células 

tumorais humanas primárias e em linhagens celulares tumorais (PALLADINO et al., 

2003), incluindo linhagens de câncer de mama (BEN-BARUCH, 2003). A IL-1 induz a 

proliferação e a ativação de macrófagos, e também possui a capacidade de aumentar a 

citotoxicidade e inibir o crescimento das células tumorais do câncer de mama e 

melanoma (LASKIN et al., 2001; KUNINAKA et al, 2000). A IL-6, por sua vez, é uma 

citocina chave para o crescimento tumoral, além de desempenhar função pró-

inflamatória e anti-apoptótica em ratos (NAUGLER et al., 2007). A IL-12 é uma 
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citocina multifuncional que estimula a imunidade inata e adaptativa direcionando o 

sistema imune à resposta imune Th1, necessária à eliminação tumoral. As funções 

imunomoduladoras e antiangiogênicas da IL-12 justificam esta citocina como um agente 

antineoplásico. (BARNES, 2003; BERRAONDO et al., 2009).  

Contrária às citocinas citadas acima, a interleucina 10 (IL-10) é uma molécula 

produzida principalmente por macrófagos e linfócitos que expressam propriedades 

antiinflamatórias reduzindo a amplificação dos processos inflamatórios (NAUNDORF 

et al., 2009). 

Além da avaliação da atividade imunomoduladora, outro aspecto importante a ser 

analisado é o efeito de substâncias antitumorais sobre o DNA (ácido 

desoxirribonucléico). As mutações despertam grande interesse por estarem diretamente 

relacionadas ao desenvolvimento de diversas doenças degenerativas tais como o câncer e 

arteriosclerose (DE FLORA, 1998; SEO et al., 2000).  

A conversão de células normais em células neoplásicas normalmente envolve 

vários passos. Uma das fases iniciais desse processo envolve a ação de um carcinógeno 

genotóxico (WEISBURGER, 2000). O interesse na identificação de produtos químicos 

que possam ter propriedades antimutagênicas e anticarcinogênicas tem aumentado 

gradativamente, pois o conhecimento de tais produtos pode ser útil como medida 

preventiva para o ser humano no combate de vários males. O descobrimento de produtos 

que reduzem a taxa de mutações fatalmente diminuiria a incidência de câncer e outras 

doenças degenerativas, pois o homem poderia aumentar a exposição a determinados 

agentes antimutagênicos efetivos (HAYATSU et al, 1998; DEARFIELD et al., 2002). 

Sabendo-se que compostos de paládio (II) de complexos organometálicos de 

paládio (II) de fórmula geral Pd(dmba)(Cl)tu] e [Pd(dmba)(N3)tu], e seus ligantes dmba 

= N,N-dimetilbenzilamina e tu = tiouréia, podem apresentar potenciais atividades 
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antitumorais, o presente trabalho buscou avaliar a ação destes sobre as células da 

linhagem tumoral de Ehrlich e macrófagos in vitro.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Compostos Organometálicos 

  Os últimos anos evidenciam um crescente interesse na química de compostos 

organometálicos, notadamente dos ciclometalados, pelas suas vastas e diversificadas 

aplicações como em processos catalíticos, materiais mesogênicos, na área médica e mais 

recentemente na química supramolecular. O termo ciclometalado, introduzido por 

Trofimenko (1973), descreve reações nas quais ligantes orgânicos sofrem uma reação de 

metalação intramolecular levando à formação de um anel quelato, com uma ligação de 

coordenação entre o metal M e um átomo doador Y dos grupos V( N, P, As) ou VI (O, 

S, Se), e uma ligação covalente metal-carbono, sendo X um halogênio ou grupo alquil, 

como ilustrado na Figura 1. Na química medicinal, destacam-se atualmente os derivados 

do Pd(II), sobre os quais há muitas citações contemplando espécies organopaladadas 

mono, bi e polinucleares com propriedades biológicas como o organopaladado contendo 

o ligante derivado da tiosemicarbazona, [Pd(C9H11N3S)Cl2], que apresentou atividade 

citotóxica in vitro frente a certos tipos de células cancerígenas, sendo a mesma superior 

àquela do análogo com platina (II) ( ANANIAS et al., 2003; MORO et al., 2004). 

 

Figura 1: Representação esquemática da formação do anel ciclometalado 

 Devido aos problemas significativos apresentados pela cis-pt e derivados, a 

pesquisa por drogas antitumorais tem caminhado em direção ao desenvolvimento 

estruturalmente racionalizado de novos compostos, como os organopaladados 
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mononucleares investigados recentemente, [Pd(dmba)(X)(dppp)], dmba = N,N-

dimetilbenzilamina, dppp = 1,3-bis(difenilfosfina) propano, X = CL, N3, NCO, SCN, os 

quais promoveram a ativação de macrófagos (DE ALMEIDA et al., 2005). A 

coordenação de determinados ligantes ao paládio (II), tais como a N,N’-

dimetilbenzilamina (dmba) e a 1,3-bis(difenilfosfina) propano (dppp), potencializou a 

atividade antitumoral de seus complexos. No que diz respeito à nuclearidade dos 

complexos, a reação de clivagem dos dímeros de fórmula geral [Pd(N,C-dmba)(-X)]2, 

X = CL, NCO, SCN ou CL; empregando a difosfina dppp, forneceu complexos de 

organopaladados de fórmula geral [Pd(C-dmba)(X)(dppp)]. Estes, por sua vez, tiveram 

suas citotoxicidades avaliadas frente a culturas de macrófagos peritoneais murinos e 

células de tumor mamário experimental in vitro da linhagem LMM3 apresentando 

potenciais citotóxicos similares ou superiores a cis-platina (COSTA, 2004). Os 

compostos de fórmula geral [Pd(C
2
,N-dmba)(-X)]2 [dmba = N,N-dimethylbenzylamina; X = 

Cl, Br] e [Pd(C
2
,N-dmba)(X)tu] [X = Cl , Br] apresentaram potencial citotóxico in vitro 

frente a linhagem LM3 e LP07 (linhagem tumoral de mama e pulmão) respectivamente, 

dados obtidos em pesquisas realizadas em nosso laboratório (ANANIAS, et al., 2003; 

MORO, et al., 2009). 

 

2.2 Sistema Imune versus Câncer 

Câncer é o termo utilizado para se referir a mais de 100 tipos de doenças nas 

quais células que sofreram alterações genéticas, chamadas então de neoplásicas ou 

cancerígenas, se dividem sem controle, podendo invadir tecidos do organismo por meio 

da circulação sangüínea e do sistema linfático (M”ERIC et al., 2006). É uma das 

principais causas de morte em todo mundo, estimando-se que 84 milhões de pessoas irão 

morrer de câncer entre 2005 e 2015 (WHO, 2009). 
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O câncer de mama é o tipo de câncer mais comum entre as mulheres nos Estados 

Unidos e a segunda causa de morte entre todos os tipos cânceres. No Brasil, segundo o 

Instituto Nacional do Câncer (INCA), 49.400 novos casos de câncer de mama são 

estimados para 2008 e 2009 (INCA, 2009).  

Extensas investigações vêm sendo realizadas sobre a imunologia da neoplasia, 

sugerindo que a imunidade pode ser um fator de grande importância na resistência do 

hospedeiro ao câncer. Evidências indicam que a incidência do câncer seria bem maior se 

não fosse a vigilância exercida pelo sistema imune, estando esse conceito apoiado em 

vários argumentos tais como: uma grande incidência de malignidade em pacientes com 

deficiência no sistema imune mediado por células; uma maior incidência em animais 

timectomisados e inoculados com vírus oncogênicos ou com células tumorais; uma alta 

incidência em pacientes sob tratamento com imunosupressores (SAKAGAMI et al., 

1997; VERNOOY et al., 2002; KLOTZ et al., 2005).  

A presença de anticorpos humorais e respostas celulares específicas contra uma 

grande variedade de tumores indicam que o hospedeiro pode ativar uma resposta imune 

contra tecidos neoplasicos. O processo, entretanto, pode apresentar dois caminhos 

distintos, isto é, se por um lado a resposta imune pode favorecer o hospedeiro estando 

assim correlacionada com o decréscimo do processo tumoral, por outro lado foi 

experimentalmente demonstrado que naturalmente ou após a imunoterapia pode ocorrer 

a formação de anticorpos que atuam favorecendo o tumor, facilitando o seu 

desenvolvimento (COUSSENS & JACKS, 2008).   

Quanto à imunidade celular, processo eficaz na destruição dos tumores, é 

composta por células imunológicas que são capazes de liberar milhares de substâncias 

que tem como objetivo amplificar o processo inflamatório (MILLS, et.al, 2004). Dentre 
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estas células os macrófagos desempenham papel chave na contenção do agente agressor, 

sendo uma das principais células que compõe o sistema imune inato.  

Durante o processo inflamatório, os macrófagos exercem três funções principais: 

fagocitose, apresentação de antígenos e imunomodulação através da produção de várias 

citocinas e fatores de crescimento. Os macrófagos inflamatórios diferem dos macrófagos 

residentes especialmente pelo aumento da capacidade fagocítica e pela habilidade 

aumentada de gerar reativos intermediários de oxigênio (ROIs) e nitrogênio (RNIs), 

ainda evidências indicam, que macrófagos ativados são capazes de destruir células 

tumorais (EBERHARDET, 2001; JANEWAY, 2006).  As citocinas e produtos 

microbianos afetam diferentemente a função destas células ativando ou desativando-as 

(MANTOVANI et al., 2004). 

Nos macrófagos, o LPS é o estímulo melhor caracterizado para a indução de 

genes transcricionais codificadores de proteínas pró-inflamatórias. O óxido nítrico é 

produto de macrófagos ativados e é derivado do aminoácido L-arginina pela atividade 

enzimática do óxido nítrico sintase induzível (iNOS ou NOS2) e funciona como uma 

molécula tumoricida e antimicrobiana in vitro e in vivo, promovendo inibição da 

proliferação e redução da progressão metastática (BOGDAN, 2001; GALLI, et al., 

2003). 

Dentre os reativos intermediários de nitrogênio, a geração de peróxido de 

hidrogênio (H2O2), se faz importante na destruição de microrganismos invasores e 

células cancerígenas. Durante a fagocitose, há um aumento no consumo de oxigênio 

pelos neutrófilos. Neste fenômeno, conhecido como explosão respiratória, o O
-
2 é 

produzido pela redução de 1 elétron do O2, promovida pela nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato (NADPH), o doador específico de elétrons. Uma porção 
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significativa do O
-
2 produzido é liberada para o meio extracelular, onde ocorre uma 

dismutação espontânea que resulta na formação do H2O2 (DAHLGREN e KARLSSON, 

1999; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).  

Da variedade de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio geradas durante o 

estresse oxidativo, o peroxinitrito (ONOO-) é um dos mediadores mais potentes e 

tóxicos (BECKMAN e KOPPENOL, 1996), produzido por associação espontânea de 

NO e O
.-

2 que são liberados durante vários processos patológicos em que ocorre a 

produção de óxido nítrico e peróxido de hidrogênio (FERDINANDY, 2006). O 

peroxinitrito é um oxidante poderoso, qual pode causar danos teciduais levando a 

peroxidação lipidica e nitração de proteínas contendo resíduos de tirosina, favorecendo 

assim a toxicidade celular (BILLACK, 2006).  

As citocinas são peptídeos endógenos de pequeno peso molecular amplamente 

envolvidos na resposta imune. Estas moléculas solúveis liberadas por linfócitos e células 

do sistema fagocitário, são essenciais na comunicação intercelular e em muitos 

processos fisiológicos e fisiopatológicos, possuem também um importante papel na 

patogênese de uma variedade de doenças inflamatórias e auto-imunes (DINARELLO et 

al., 1998; FELDMANN et al.,1996; GIBSON, 2004; OPPENHEIM et al., 1994;  

SCHACHNA, 2004). O microambiente tumoral está imerso por citocinas que afetam a 

proliferação e diferenciação de células do sistema imune, e também outros tipos de 

células, incluindo células epiteliais e células mesenquimais, dentre estas, citocinas pro-

inflamatórias como IL-1, TNF-α, IL-6 que produzidas localmente ou sistemicamente 

afetam a metástase de células tumorais e ao mesmo tempo amplifica a resposta imune 

(KUNINAKA et al., 2000; CHOI et al., 2008). 

O TNF- é uma citocina que possui importantes efeitos biológicos em uma 

variedade de células, efeitos na maioria relacionados a processos imunomodulatórios e 
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inflamatórios (CASALE et al., 1996) podendo induzir morte por necrose ou apoptose em 

algumas células tumorais humanas primárias e em linhagens celulares tumorais 

(CARSWELL et al., 1975; AGGARWAL & NATARJAN, 1996; PALLADINO et al., 

2003). 

A IL-1 é produzida principalmente por monócitos e macrófagos e possui uma 

gama de atividades biológicas, entre elas, o aumento da quimiotaxia de linfócitos T e B, 

estimulação das sínteses de tromboxanos por neutrófilos e macrófagos, indução de 

proteínas de fase aguda, ativação de linfótito T e aumento da produção de anticorpos 

pelas células B (MIZEL, 1982; FALKOFF et al., 1983; DINARELLO, 1988; BIRD et 

al., 2002).  A IL-6, por sua vez, é uma citocina que funciona em ambas as imunidades 

adaptativa e inata. Esta molécula é sintetizada por fagócitos mononucleares, células 

endoteliais vasculares, fibroblastos. Na imunidade inata,  esta molécula estimula a 

síntese de proteínas de fase aguda por hepatócitos contribuindo desta maneira  com o 

efeito sistêmico da inflamação. Na imunidade adaptativa, esta citocina estimula a 

diferenciação de linfócito B em células produtoras de anticorpos (plasmócitos). (ABBAS 

et al., 2003; NAUGLER et al., 2007). 

 A IL-12 é uma citocina produzida por macrófagos e outras células 

apresentadoras de antígeno em resposta a estimulação por uma série de microrganismos 

e seus produtos. Possui atividades biológicas múltiplas principalmente através de 

linfócitos T e células NK, induzindo a produção de inteferon-γ (IFN-γ) (SENCHINA et 

al., 2005). 

De maneira oposta as citocinas citadas acima, a IL-10 é produzida principalmente 

por macrófagos e linfócitos e está associada à diferenciação de células Th2. Sua atuação 

na inibição das funções de macrófagos inclui a inibição do burst oxidativo, inibição de 
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NO e das citocinas TNF- e IL-1 (GAZZINELI et al., 1992; OSWALD et al., 1992; 

NAUNDORF et al., 2009). 

 Assim, o estudo in vitro de macrófagos nos permite analisar os prováveis 

mecanismos de defesa do hospedeiro para o controle e erradicação de doença neoplásica 

(ADAMS e HAMILTON, 1984; KLOSTERGAARD et al., 1991).  

 

2.3 Tumor de Ehrlich 

 O tumor de Ehrlich foi descrito por Ehrlich em 1905 (EHRLICH & APOLANT, 

1905) e descrito em 1906 como um carcinoma mamário de camundongos fêmeas. 

Inicialmente, o tumor foi desenvolvido experimentalmente sob a forma sólida, sendo 

transplantado em animais da mesma espécie. Somente em 1932, com Loewenthal & 

Jahn, é que surgiu a forma ascítica, ou seja, aquela desenvolvida no peritônio de animais 

inoculados com células tumorais (LOEWENTHAL & JAHN, 1932).  

Devido a suas características e fácil manuseio experimental, o tumor de Ehrlich 

tem sido extensamente aplicado para a chamada oncologia experimental, um ramo da 

oncologia comparada dedicado ao desenvolvimento dos chamados tumores 

transplantáveis ou transmissíveis. A oncologia comparada, por sua vez, procura 

melhorar o conhecimento das neoplasias que afetam o homem e até mesmo os animais 

(DAWE, 1982).  

Este tumor tem sido utilizado como um modelo para vários estudos, tais como a 

influência do estresse sobre câncer (PALERMO-NETO et al., 2001, PALERMO-NETO 

et al., 2003), resposta imunológica ao tumor (SEGURA et al. 2000; PINTO, 2003), 

efeito antiangiogênico e antiproliferativo (KUMAR et al., 2009), marcadores de 

proliferação celular (SILVA et al., 2006), na avaliação do crescimento tumoral sob o 

efeito de toxinas (MADY, 2002), extratos vegetais (RAJESHKUMAR et al., 2002), 
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drogas antiinflamatórias (PAL et al., 2001), agentes químicos e derivados como 

fluoracil, cisplatina (YONEDA et al., 1999; VALADARES & QUEIROZ, 2002) e 

vitaminas A e B1 (OLORIS et al., 2002). 

 

2.4 Princípios de Mutagênese 

O DNA é o material genético de todos os seres vivos e de muitos vírus, sendo a 

seqüência de bases nitrogenadas a forma na qual a informação genética é armazenada 

(LEWIN, 2001). Por apresentar essa função fundamental, o DNA é bastante protegido, 

sendo a única molécula biológica que apresenta um mecanismo próprio para prevenção e 

reparo de falhas em seu metabolismo (LEHNINGER et al., 1995). Entretanto, esta 

sujeito a mutações que são alterações súbitas no conjunto gênico de um organismo que 

não são explicáveis pela recombinação genética pré-existente (ZAHA et al., 1996). Estas 

alterações, segundo Lewin (2001) podem ser decorridas de processos celulares normais 

(mutações espontâneas) ou devido a exposição do organismo a agentes químicos ou 

físicos (mutações induzida). 

As mutações despertam grande interesse por estarem diretamente relacionadas ao 

desenvolvimento de diversas doenças degenerativas tais como o câncer e arteriosclerose 

(DE FLORA, 1998; SEO et al., 2000).  

A conversão de células normais em células neoplásicas normalmente envolve 

vários passos. Uma das fases iniciais desse processo envolve a ação de um carcinógeno 

genotóxico (WEISBURGER, 2000).  

O teste de mutação gênica reversa com Salmonella (teste de Ames) tem sido o 

mais utilizado para identificar mutágenos entre substâncias puras, em misturas e em 

amostras ambientais. Este teste usa linhagens de bactérias contendo mutações no operon 

da histidina, o que as deixa incapazes de crescer na ausência deste aminoácido 
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(histidina-dependentes), e também contêm um número de mutações que deixa as células 

mais sensíveis a xenobióticos mutagênicos (MARON e AMES, 1983).  

Na presença de mutágenos, uma ou mais dessas linhagens serão mutadas para o 

tipo selvagem (histidina independente) e serão identificadas pela sua capacidade de 

crescer e formar colônias na ausência de histidina (MARON e AMES, 1983). 

As mutações no operon histidina também são diferentes de acordo com a 

linhagem. E essas diferenças permitem identificar o mecanismo de ação de diferentes 

agentes químicos, isto é, determinadas linhagens identificam agentes mutagênicos que 

causam substituição de pares de bases e outras linhagens identificam agentes químicos 

que causam mutações do tipo frameshift (MARON e AMES, 1983; MORTELMANS e 

ZEIGER, 2000). 

Entretanto, as linhagens bacterianas não apresentam enzimas de metabolização, o 

que impossibilita sua capacidade para identificação de agentes mutagênicos de ação 

indireta. Para superar essa dificuldade, adiciona-se às culturas durante os ensaios a 

chamada fração S9, que contém enzimas metabolizadoras de xenobióticos, e é obtida a 

partir do fígado de ratos (MARON e AMES, 1983). 

Todas essas características conferem ao Teste de Ames (Fig.2) uma grande 

capacidade de identificação e caracterização de diferentes agentes mutagênicos, com 

grande eficiência e sensibilidade. 
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Figura 2. Placas com Salmonella typhimurium (Teste de Ames) 
 

 

Já uma das maneiras de avaliar a genotoxicidade de substâncias químicas e 

misturas é por meio da indução de quebras no DNA, através do perfil eletroforético em 

gel de agarose, das diferentes conformações de DNA plasmidial – superhelicoidizada, 

observada no seu estado íntegro, ou circular aberta e linear, induzidas, respectivamente, 

por quebras em fita única ou na dupla fita do DNA - as quais migram diferencialmente 

pelo gel de agarose (YOSHINO et al., 1999). 

O desenvolvimento de cânceres ocorre, muitas vezes, como conseqüência de 

mutações sucessivas e expansão do clone mutante. Mutações que inativam genes 

supressores de tumor, ativam pro-oncogenes e telomerases, estimulam a proliferação e 

inibem a morte celular, fornecem um grande estímulo na iniciação de um câncer (HAHN 

e WEINBERG, 2002). Mutações do tipo substituição de bases e deslocamento do quadro 

de leitura do DNA são encontradas nesses genes, numa grande variedade de tipos de 

câncer (GREENBLATT et al., 1994). 

Portanto o interesse na identificação de produtos químicos que possam ter 

propriedades antimutagênicas e anticarcinogênicas tem aumentado gradativamente, pois 

o conhecimento de tais produtos pode ser útil como medida preventiva para o ser 

humano no combate de vários males. O descobrimento de produtos que reduzem a taxa 
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de mutações fatalmente diminuiria a incidência de câncer e outras doenças 

degenerativas, pois o homem poderia aumentar a exposição a determinados agentes 

antimutagênicos efetivos (HAYATSU et al, 1998; DEARFIELD et al., 2002). 
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3. OBJETIVO 

3.1 Geral 

O presente trabalho teve como objetivo geral avaliar a citotoxicidade e a 

mutagenicidade de complexos organometálicos de paládio (II) de fórmula geral 

Pd(dmba)(Cl)tu] e [Pd(dmba)(N3)tu], e seus ligantes dmba = N,N-dimetilbenzilamina e 

tu = tiouréia.  

 

 3.2. Específicos  

a) Avaliar o índice de citotoxicidade mediano (IC50) dos compostos, ligantes e cis-

platina sobre as células aderentes de animais não portadores, animais portadores do 

tumor de Ehrlich na sua forma sólida e sobre as células tumorais de Ehlich in vitro. 

b) Avaliar a produção de óxido nítrico (NO), peróxido de hidrogênio (H2O2) e citocinas 

tais como TNF-, IL-1, IL-6, IL-12, IL-10, sobre as células aderentes de animais não 

portadores e animais portadores do tumor de Ehrlich na sua forma sólida.   

c) Avaliar a atividade mutagênica dos compostos, ligantes e cis-platina, empregando-se 

o teste de Ames, utilizando a linhagem TA102 e TA98, em ausência e presença de 

metabolização e através de ensaios com plasmídio pUC9.1. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Deleniamento Experimental 

                                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Camundongo portador do tumor 

de Ehrlich na forma ascítica 

Isolamento e ajuste das células 

tumorais de Ehrlich 

Ensaio de citotoxicidade dos 

compostos sobre as células 

tumorais de Ehrlich 

Inoculação subcutânea dos 

camundongos com as células 

tumorais de Ehrlich 

Crescimento do tumor de 

Ehrlich na forma sólida 

(Volume final=0,5 cm
3
) 

 Determinação do índice de 
citotoxicidade mediano (IC50) dos 
compostos, ligantes e cis-pT em 

células tumorais de Ehrlich 
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4.2 Compostos organometálicos 

 Os complexos organometálicos utilizados neste trabalho foram sintetizados no 

Laboratório de Organometálicos e Química de Coordenação, sob a supervisão do Prof. 

Dr. Antonio Eduardo Mauro, no Departamento de Química Geral e Inorgânica do 

Instituto de Química de Araraquara, UNESP. Os métodos para obtenção dos complexos 

estão descritos na literatura (DE LUCCA NETO et al., 1999; CAIRES et al., 1999; DE 

ALMEIDA et al., 2005). 

 Os compostos utilizados foram: [Pd(dmba)(Cl)tu] e [Pd(dmba)(N3)tu], nos quais   

dmba = N,N-dimetilbenzilamina e tu = tiouréia. Também foi utilizado a cis-platina (cis-

Pt) , fabricada por F H Faulding  Companhia Ltda – Austrália; lote: M191881. 

Crescimento do tumor de Ehrlich na forma sólida 

(Volume final=0,5 cm
3
) 

 

Inoculação de tioglicolato de sódio a 3,0% nos 

camundongos normais e portadores do tumor sólido  

 

Sacrifício após 3 dias 

 

Isolamento e ajuste das células aderentes peritoneais. 

 

 

 

 

 

Determinação dos Ensaios de 

mutagenicidade 

                a) Teste de Ames 

b) Ensaio com plasmídio 

pUC. 

a) Determinação do IC50 para células aderentes 

b) Determinação dos níveis de NO e H2O2 nos sobrenadantes das culturas 

c) Determinação dos níveis de citocinas nos sobrenadantes das culturas 
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4.2.1 Preparo das soluções-mãe dos compostos 

 As massas das amostras foram solubilizadas em dimetilsulfóxido [(DMSO), 

Merck, Alemanha] tratado conforme métodos convencionais (PERRIN et al., 1993). As 

soluções-mãe foram preparadas em DMSO (Merck, Alemanha) tal que, em cada 

concentração desejada dos compostos, a concentração final deste fosse de 0,5% v/v 

(DMSO/RPMI), tanto nos testes com células tumorais de Ehrlich como os macrófagos 

peritoneais obtidos de camundongos portadores do tumor de Ehrlich na forma sólida. As 

soluções-mãe foram diluídas em meio de cultura RPMI – 1640 suplementado com 5% 

de soro fetal bovino, 100g/ml de estreptomicina, 100 U/ml de penicilina e 5x10
-2

 M de  

 - mercaptoetanol, designado como RPMI - Completo [(RPMI – 1640 – C), Sigma 

Chemical Co., EUA] momentos antes de cada ensaio. Empregaram-se concentrações de 

1000 a 6000 µM, para determinação da viabilidade celular frente a culturas de células 

tumorais e macrófagos. Dependendo dos resultados, os intervalos de concentração 

variaram para cada espécie organopaladada testada. 

Nos ensaios de mutagenicidade (Teste de Ames, Ensaio com plasmídio pUC 9.1) 

foram testadas 5 concentrações dos diferentes compostos. As doses foram determinadas 

em estudos de triagem, testando-se doses decrescentes obtidas a partir do limite de 

solubilidade (maior concentração possível) de cada um dos compostos. Todos os 

compostos avaliados foram diluídos em dimetilsulfóxido (DMSO).  

 

4.3 Animais 

 Foram utilizados camundongos fêmeas da linhagem Swiss de seis semanas, 

pesando entre 18 e 25g, fornecidos pelo Biotério Central da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas – UNESP – Câmpus de Araraquara. Os animais foram mantidos em 

gaiolas de policarbonato, com água e ração (Purina) ad libitum em local climatizado, (23 
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 2ºC, 56  2% de umidade relativa do ar), com controle de claro e escuro a cada 

período de 12h. Todos os procedimentos com animais foram conduzidos conforme 

parecer do Comitê de Ética local (parecer nº21/2007).  

4.4 Linhagem celular tumoral utilizada e manutenção do tumor de Ehrlich in vivo 

 A manutenção das células tumorais no laboratório se deu na forma ascítica in 

vivo através de repiques semanais. Para manutenção do tumor in vivo, 1x10
7
 células 

tumorais em um volume de 0,2 mL foram inoculadas intraperitonealmente em 

camundongos receptores, a cada 7 dias, segundo metodologia descrita na literatura 

(FECCHIO et al., 1990). 

 

4.4.1 Inoculação das células tumorais 

  Os camundongos, após assepsia local com álcool iodado, foram inoculados 

subcutaneamente com 0,1 mL da suspensão tumoral ajustada na concentração de 1x10
7
 

células tumorais/mL em RPMI-1640. 

 

4.4.1 Determinação do volume dos tumores 

Após o desenvolvimento dos tumores, foram realizadas medidas semanais dos 

diâmetros das massas tumorais. Cada animal teve a pele esticada na região abdominal e 

com auxilio de paquímetro digital (Mitutoyo Sul Americana Ltda, Ind. Bras.) foi 

realizada a medida do comprimento do nódulo, quando o volume tumoral havia atingido 

aproximadamente 0,5 cm
3
, os animais foram sacrificados (ZHOU et al., 1995). 
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4.5 Obtenção de células tumorais e peritoneais 

4.5.1 Isolamento das células tumorais de Ehrlich para os ensaios in vitro 

Após 5 dias de evolução do tumor, período no qual ainda não há influxo 

significativo de células inflamatórias (Fecchio et al., 1990), houve o sacrifício dos 

camundongos portadores do tumor de Ehrlich na forma ascítica em câmara de CO2 e 

estes tiverão o fluido ascítico retirado assepticamente em fluxo laminar Classe 100 

(Veco, Ind. Bras.). 

 Para o preparo da suspensão celular, esta foi centrifugada duas vezes com 5 

volumes de cloreto de amônio (NH4Cl, Labsynth Ind. Bras. Ltda) 0,17M (SLATER et
 

al., 1982), caso o fluido ascítico estivesse hemorrágico, e depois duas vezes com solução 

salina tamponada de fosfatos de pH 7,2, estéril (PBS) a 200xg durante 5 min.. Após esse 

procedimento, as células tumorais de Ehrlich sedimentadas forão ajustadas para os 

ensaios in vitro (Saad-Hossne et al., 2004).  

As células tumorais sedimentadas forão ressuspendidas em 1,0 mL de meio 

RPMI – 1640 – C para os ensaios de citotoxicidade e/ou viabilidade celular in vitro, 

sendo ajustadas à concentração de 1x10
6
 células/mL (Esteves-Souza et al., 2002). O 

número de células foi determinado por contagem em câmara hemocitométrica tipo 

Neubauer (Boeco, Alemanha) utilizando-se o corante azul de Tripan.  

4.5. 2 Obtenção de células peritoneais e dos sobrenadantes das culturas 

Os animais inoculados com as células tumorais (volume tumoral= 0,5cm
3
) e 

animais normais (não portadores de tumor) foram previamente estimulados pela 

inoculação intraperitoneal de 3,0 ml de solução de tioglicolato de sódio a 3,0% (Difco 

Lab. Ltda, EUA) três a quatros dias antes do sacrifício. Após esse período, os 

camundongos foram eutanasiados em câmara de CO2. Os animais tiveram a pele da 

região abdominal retirada assepticamente em câmara de fluxo laminar classe 100 (Veco, 
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ind. Bras.) e o peritôneo exposto. Em seguida, foi inoculado intraperitonealmente 5,0 ml 

de PBS, e após massagem peritoneal, o líquido peritoneal resultante foi coletado em 

seringa e agulha e transferido para um tubo cônico estéril (Corning, Inc., EUA) foi 

centrifugado (Centrífuga Fanem, Ind. Bras.) a 200xg durante 5 min., a temperatura 

ambiente, o sedimento celular obtido foi lavado três vezes com 3,0 ml de PBS. O 

número de células foi determinado pela contagem em câmara hemocitométrica de 

Neubauer (Boeco, Germany), sendo ajustadas as concentrações exigidas para cada 

ensaio imunológico em meio RPMI-1640-C.  

4.6 Avaliação da citotoxicidade pela técnica de MTT (MOSSMAN, 1983) 

4.6.1 Ajuste das concentrações das suspensões de células tumorais e peritoneais 

Todas as suspensões celulares empregadas nos ensaios de viabilidade celular 

serão ajustadas em meio RPMI-1640-C, sendo que as suspensões de células tumorais 

serão ajustadas à concentração de 1x10
6
 células/ml; a suspensão de células peritoneais 

será ajustadas à concentração de 5x10
6
 células/ml. 

 

4.6.2 Ensaio de viabilidade celular de células tumorais e células aderentes 

Para o ensaio de viabilidade celular foi utilizado o método baseado na 

capacidade que têm as células viáveis de clivar o anel tetrazólico presente no MTT 

(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazólio) pela ação de enzimas 

desidrogenases presentes na mitocôndria ativa, formando cristais de formazana 

(MOSMAN, 1983). 

A uma placa de microtitulação de 96 cavidades de fundo plano (Corning, Inc.) 

foram distribuídos 100µL por cavidade das suspensões de células do exsudato 

peritoneal de camundongos à concentração de 5.10
6
células/mL ou de células tumorais à 

concentração 1.10
6 

células/mL  em meio de cultura RPMI-1640-C, o sobrenadante foi 

descartado, e tanto sobre as células aderidas quanto sobre as células tumorais 
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sedimentadas, adicionou-se em triplicata 100l dos compostos: [Pd(dmba)(Cl)tu],  

[Pd(dmba)(N3)tu] e dos ligantes dmba e tu, além da cis-Pt nas diferentes concentrações 

(µM),  100L de LPS a 10 g/mL (Lipopolissacarídio de Escherichia coli sorotipo 

0111:B4, Sigma Chemical. Co, EUA) + 100L de RMPI-1640-C (controle positivo) ou 

somente 200L meio de cultura RPMI-1640-C (controle negativo), em triplicata. As 

placas foram incubadas por 24 hs a 37°C em estufa contendo tensão constante de 5% de 

CO2 (Forma Scientific, EUA). Após esse período de incubação, o sobrenadante foi 

descartado e as células aderentes lavadas com PBS e depois tratadas com 100µL de uma 

solução de MTT (Across Organics) a 0,5 mg/mL em RPMI-1640. A placa foi então 

incubada por mais 3h nas mesmas condições anteriores. Após esta incubação os 

sobrenadantes foram descartados e as células aderentes tratadas com 100µL de 

isopropanol (Mallinckrodt) para solubilizar os cristais de formazana formados. A leitura 

da densidade ótica foi determinada em espectrofotômetro (Multiskan Ascent, 

Labsystems Research Tech. Div., Helsinki, Finland) em UV/visível a 540 nm com filtro 

de referência de 620nm. 

A partir dos resultados obtidos com viabilidade celular, foi determinado 50% da 

concentração inibitória dos compostos (IC 50), concentração do agente que reduz em 

50% a viabilidade celular, quantificada por regressão linear (concentração x viabilidade 

celular) com limite de confiança de 95 % e o IC50 definido através de equação da reta 

gerada (Microcal Software Origin 
TM

 versão 7.0). 

 

4.7 Determinação da produção de Óxido Nítrico (NO) 

O óxido nítrico foi quantificado pelo acúmulo de nitrito em meio de cultura e 

medido espectrofotometricamente utilizando o reagente de Griess, constituído de 0,1% 

de N-1-naftil-etilenodiamina, 1% de sulfanilamida em solução de ácido fosfórico a 
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2,5%, utilizando NaNO2 como padrão (GREEN et al., 1982). Os animais foram 

sacrificados como descrito anteriormente. A suspensão celular foi ajustada a 5.10
6
 

células/mL em meio de RPMI-1640-C, foram acrescentados à placa de 96 cavidades 

(Corning Inc., EUA) 100l da suspensão celular e então incubadas em estufa (Forma 

Scientific, EUA) a 37º C, com tensão constante de 7,5% de CO2 por 1h para a formação 

do tapete celular. As células não aderentes foram retiradas por lavagens com o meio de 

cultura RPMI-1640-C e foram adicionados 100L dos compostos: [Pd(dmba)(Cl)tu],  

[Pd(dmba)(N3)tu] e dos ligantes dmba e tu, além da cis-Pt na concentração do IC50 de 

24h. Foi adicionado ainda em algumas cavidades 100L de LPS a 10 g/mL + 100L 

de células (controle positivo), 200L de meio RPMI-1640-C à suspensão celular, como 

controle de células (controle negativo). A placa assim constituída foi incubada por 24 hs 

em estufa a 37
º
C com tensão constante de CO2 a 5% (Forma Scientific, EUA). Após a 

incubação, foram retiradas alíquotas de 50L de cada amostra, transferidas para uma 

outra placa e adicionados 50L/cavidade de reagente de Griess. Após 10 minutos à 

temperatura ambiente e protegidas da luz, as placas foram lidas em espectrofotômetro 

UV/visível de microplacas (Multiskan Ascent, Labsystems Research Tech. Div., 

Helsinki, Finland) com filtro de 540nm. As concentrações de NO liberadas foram 

calculadas a partir de uma curva padrão previamente estabelecida com concentrações 

molares conhecidas de nitrito de sódio em meio RPMI-1640. Os testes foram feitos em 

triplicata e os valores expressos em mol de NO/5.10
5
 células.  

 

4.8 Determinação da produção de Peróxido de Hitrogênio (H2O2)  

A produção de H2O2 foi determinada conforme procedimento descrito na 

literatura (PICK e KEISARI, 1980; PICK e MIZEL,1981). A suspensão celular foi 

ajustada à 2x10
6
 células/mL em solução completa de vermelho de fenol, contendo 
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140mM de NaCl ( Merck, Brasil); 10mM de tampão fosfato de potássio, pH 7,0; 5,5 mM 

de dextrose (Merck, Alemanha); 0,56 mM de vermelho de fenol (Berse, Brasil) e 

peroxidase de raiz forte, tipo II a 0,01 mg/mL (Sigma, EUA). 

Em cada poço da placa de 96 cavidades (Corning Inc., EUA), foram 

acrescentados 100L da suspensão celular juntamente com 50L dos compostos e da 

cis-Pt na concentração do IC50 de 24h por 1h a 37
o 
C em estufa (Forma Scientific, EUA) 

com tensão constante de 7,5% de CO2. Como controles negativo foram utilizados 

somente células em solução completa de vermelho de fenol adicionadas de 50L de 

tampão fosfato de potássio pH 7,0 e como controle positivo foram utilizadas somente 

células em solução completa de vermelho de fenol adicionadas de 50L de uma solução 

de PMA a 0,2M (Sigma Chemical. Co, EUA). Após 1h de incubação, a reação foi 

interrompida pela adição de 50L de hidróxido de sódio (NaOH, Sigma Chemical. Co., 

EUA) 5M, e a seguir foram feitas leitura em espectrofotômetro UV/Visível de 

microplacas (Multiskan Ascent, Labsystems Research Tech. Div., Helsinki, Finland) a 

620nm. As amostras foram analisadas em triplicata. Os resultados foram expressos em 

nanomols de H2O2/2x10
5 

células peritoneais, a partir de curva padrão previamente 

estabelecida, constituída de concentrações molares conhecidas de H2O2 em tampão 

vermelho de fenol. 

 

4.9 Obtenção dos sobrenadantes das culturas de macrófagos peritoneais  

Os sobrenadantes das culturas de macrófagos foram utilizados na determinação 

da produção das citocinas IL-1, IL-6, IL-12, IL-10 e TNF-α . As células peritoneais 

foram ajustadas à concentração de 5.10
6
células/mL em meio RPMI-1640-C e 

distribuídas em placas de cultura de tecidos de 24 cavidades (Corning, Inc.). A cada 

cavidade foi adicionado 1mL da suspensão celular e as placas foram incubadas a 37°C 
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por 60 minutos em estufa contendo tensão constante de 7,5% de CO2 para formação do 

tapete celular. Após esta incubação, as células não aderentes foram retiradas por 

lavagens com o meio de cultura RPMI-1640-C.  

  Foi adicionado às células aderentes 1mL de RPMI-1640-C + 1mL dos 

compostos e da cis-Pt na concentração do IC50 de 24h  aos macrófagos aderidos à placa. 

Da mesma forma, 1mL de LPS a 10g/mL + 1mL de RPMI-1640-C foi utilizado como 

controle positivo e 2mL de RPMI-1640-C como controle negativo. 

  Estas placas foram novamente incubadas a 37°C em estufa com tensão constante 

de 7,5% de CO2 por mais 24 h. Após esta incubação, o conteúdo das placas foi 

transferido para tubos do tipo eppendorfs que foram, em seguida, centrifugados a 7800 

xg durante 10 minutos em centrífuga refrigerada (Hettich, Inc.) a 4°C. Após a 

centrifugação, os sobrenadantes das culturas foram coletados, aliquotados em tubos do 

tipo eppendorfs e armazenados em freezer a -80
o
 C até o momento da determinação das 

citocinas através do teste imunoenzimatico, ELISA. 

 

4.9.1 Determinação das citocinas IL-1, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-α. 

As citocinas IL-1, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-α foram quantificadas nos 

sobrenadantes obtidos das culturas de macrófagos através do teste imunoenzimático 

ELISA de captura para cada citocina, utilizando o Kit DuoSet
®
, BD Pharmigen, de 

acordo com as instruções do fabricante. As microplacas de poliestireno de 96 cavidades 

(Corning Inc., EUA) foram adsorvidas com um anticorpo de captura anti-IL-1, IL-6, IL-

10, IL-12 e TNF-α de camundongo purificado obtido em ratos, na concentração de 

4g/mL (100 L/cavidade) diluído em tampão PBS e incubado “overnight” à 

temperatura ambiente. As placas foram lavadas 3 vezes com solução salina tamponada 

com fosfatos, pH 7,2 (PBS) contendo 0,05% de Tween-20 (PBS-T). Após a lavagem, 
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foram bloqueadas com 300 L de BSA a 1% em PBS (PBS/BSA, com 5% de sacarose e 

0,5% de azida sódica) à temperatura ambiente por 60 minutos e lavadas três vezes com 

PBS-T. Foram adicionados à placa 100 L da citocina padrão ou sobrenadantes das 

culturas de células peritoneais de camundongos. As placas foram incubadas à 

temperatura ambiente por 120 minutos, e lavadas quatro vezes com PBS/T. Em seguida, 

foram adicionados 100 L/cavidade de anticorpo monoclonal de cabra anti-IL-1, IL-6, 

IL-10, IL-12 e TNF-α de camundongo marcado com biotina na concentração de 400 

ng/mL em diluente de reagente (1%BSA, 0,05% de Tween 20 em tampão Tris-NaCl). 

As placas foram incubadas à temperatura ambiente por 120 min. e lavadas 3 vezes com 

PBS-T, sendo então adicionados 100 L do conjugado peroxidase-streptavidina diluído 

em PBS/BSA e incubadas novamente à temperatura ambiente por 30 minutos. Após 

esse processo, as placas foram lavadas três vezes com PBS-T e 100 L do substrato 

(10mM de tampão citrato-fosfato, contendo 0,4 mM de tetrametilbenzidina [SIGMA] e 

1,2 mM de H2O2) foram adicionados a cada cavidade. A reação foi interrompida 

adicionando-se 50 L de H2SO4 2N.  A absorvância foi lida a 450nm em 

espectrofotômetro UV/Visível de microplacas (Multiskan Ascent, Labsystems Research 

Tech. Div., Helsinki, Finland) e as concentrações das citocinas foram quantificadas 

utilizando uma curva padrão previamente estabelecida com quantidades conhecidas de 

IL-1, IL-6, IL-10, IL-12 e TNF-α padrão. Os testes foram realizados em triplicata e os 

resultados expressos em pg/mL. 

 

4.10 Sistemas-teste para Avaliação de Mutagenicidade 

 

4.10.1 Teste de Ames (Salmonella/Microsome Assay) 

Foi utilizada as linhagens TA102 e TA98 de Salmonella typhimurium, 

gentilmente cedidas pelo Dr. Bruce Ames da Universidade de Berkeley, Califórnia, 
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USA. A cepa TA102 contém a mutação ochre TAA no gene hisG e detecta 

eficientemente mutágenos como formaldeído, glioxal, vários hidroperóxidos, 

bleomicina, fenilidrazina, raios-X, luz UV, estreptonigrina e agentes cross-link, como 

mitomicina-C (MARON e AMES, 1983). Já a cepa TA98 apresenta mutação no gene 

hisD (hisD3052) que codifica para a histidinol desidrogenase, apresentando como ponto 

preferencial para a reversão oito resíduos repetitivos de GC e detecta compostos 

mutagênicos que causam deslocamento do quadro de leitura do DNA. As cepas de S. 

typhimurium foram mantidas em tubos para congelamento (1,5mL) à -70°C para que se 

mantivessem inalteradas todas as suas características genéticas. Para cada 0,9 mL de 

cultura foi adicionado 0,1 mL de DMSO substância crioprotetora. A preparação do 

inoculo se deu com auxílio de alça de inoculação, onde uma pequena quantidade da 

cultura estoque congelada foi semeada em 30mL de caldo nutriente (Oxoid n. 2), 

incubada a 37 °C, por 12-16 hrs, em banho-maria (37ºC) com agitação (160 rpm), de 

modo a obter uma densidade de 1-2 x 109 bactérias/mL. De acordo com a metodologia 

de pré-incubação, desenvolvida por Maron e Ames (1983), diferentes concentrações dos 

compostos e cis-platina foram misturadas a 0,5 mL de tampão fosfato 0,2M pH 7,4, 0,1 

ml de cultura de bactérias e incubadas de 20-30 minutos a 37°C. Nos ensaios com 

ativação metabólica, foram adicionados, em substituição ao tampão fosfato, 0,5 mL da 

mistura S9 (fração pós-mitocondrial, suplementada com um cofator, preparada a partir 

de fígado de roedores tratados com agentes indutores de enzimas, arocloror 1254). 

Decorrido o tempo de incubação, 2 mL de “top ágar”, contendo traços de L-histidina e 

D-biotina, foram adicionados a mistura presente nos tubos.  

O conteúdo de cada tubo, assim composto, foi levemente homogeneizado em 

vórtex e vertido sobre a superfície de uma placa contendo ágar mínimo glicosado. Após 

solidificação do “top-ágar”, as placas foram incubadas por 48 hrs, a 37°C. Ao término 
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desse período, foi realizada a contagem do número de colônias revertentes por placa. Os 

ensaios foram realizados em triplicata.  

O controle negativo foi realizado com DMSO, e o controle positivo, para 

confirmar as propriedades de reversão e especificidade de cada cepa, foi usado 

Mitomicina, para linhagem TA102 na ausência de S9 e 2-aminofluoreno na presença de 

S9 e, já para linhagem TA98 foi usado 4-Nitrofenilenodiamina (NPD) na ausência de S9 

e 2-antramino na presença de S9.  

A partir dos resultados obtidos, foi calculada a razão de mutagenicidade (RM) 

para cada dose analisada, que é a média do número de revertentes na placa teste 

(espontâneos mais induzidos) dividido pela média do número de revertentes do controle 

negativo. A amostra foi considerada positiva quando a razão de mutagenicidade (RM) 

foi maior ou igual a dois em pelo menos uma das doses testadas e quando houve uma 

relação doseresposta entre as concentrações testadas e o número de revertentes induzidos 

(MORTELMANS E ZEIGER, 2000). 

 

4.10.2 Ensaio com Plasmídio pUC 9.1 

   A linhagem bacteriana utilizada como hospedeira do plasmídeo pUC9.1 foi 

Escherichia coli DH5αF’IQ,  gentilmente cedida pelo Profo. Dr. José Carlos Pelielo de 

Mattos, da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Esta linhagem bacteriana 

apresenta genótipo deficiente no gene rec e tem gene de resistência a canamicina 

(GUEDES et al., 2006). O DNA plasmidial pUC9.1, de 2695 pares de bases, apresenta 

resistência genética a ampicilina (SAMBROOK et al., 1989). 

Com auxílio de alça de inoculação, uma pequena quantidade da cultura estoque 

congelada foi semeada, por esgotamento, em meio de cultura Luria Broth (meio LB) 

sólido, com ampicilina a 50μg/mL e canamicina a 10μg/mL, e incubada overnight, a 
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37
o
C, de modo a obter colônias isoladas. Uma dessas colônias foi selecionada e com 

auxílio de cabo de inoculação foi repicada em meio LB líquido, com a mesma 

concentração de antibióticos existente no meio sólido, incubada a 37
o
C, por 16-18 horas, 

com agitação (160 rpm), a fim de obter culturas na fase estacionária de crescimento. 

 O DNA plasmidial pUC9.1 foi extraído pelo método de lise alcalina, como 

descrito por Sambrook et al. (1989), utilizando kit para extração plasmidial da 

Fermentas Life Sciences (#K0503 GeneJET Plasmid Miniprep Kit). O DNA obtido foi 

quantificado em espectrofotômetro de luz ultravioleta, com leitura em comprimento de 

onda de 260nm (uma unidade de densidade ótica, em 260nm, corresponde a 50μg/mL 

DNA). Alíquotas (5 μL) do DNA plasmidial obtido foram tratadas com concentrações 

crescentes dos compostos, ligantes e cis-platina (0,5 – 20,0 µM) num volume de reação 

de 50 μL, completos com DMSO. As reações foram incubadas a 37
o
C, por 1 hora e, ao 

final desse tempo, 10µL de cada amostra (100 ng) foram misturadas com 3μL de tampão 

de carreamento e aplicadas em gel de agarose a 0,8%. O gel foi submetido à eletroforese 

em cuba horizontal, em tampão TBE, com voltagem de 6V/cm, por, aproximadamente, 

duas horas, até que ocorresse a separação das bandas. O gel foi corado com banho de 

brometo de etídeo (0,5 μg/mL), examinado e fotografado através de luz ultravioleta, em 

um sistema de transiluminação. As imagens dos géis foram obtidas usando o 

equipamento AlphaImager, da AlphaInotech, gentilmente cedido pelo laboratório de 

micobacteriologia Prof. Dr. Hugo David, da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da 

UNESP, sob coordenação da Profa. Dr. Clarice Queico Leite. 

O controle negativo foi feito com DMSO e o controle positivo foi feito com 

cloreto de estanho, que é capaz de modificar a estrutura conformacional do DNA 

plasmidial (conformação superhelicoidizada é convertida na conformação circular 

aberta), como demonstrado por Mattos et al. (2000).  
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A análise densitométrica de cada conformação do DNA plasmidial foi feita com 

o auxílio do programa AlphaEase FC, da AlphaInotech, também gentilmente cedido pelo 

laboratório de micobacteriologia Profo. Dr. Hugo David, da Faculdade de Ciências 

Farmacêuticas da UNESP, sob coordenação da Profa. Dr. Clarice Queico Leite, através 

da função SpotDenso, das ferramentas de análises, que verifica a relação entre a 

quantidade de pixels e a área pré-estabelecida das bandas de cada conformação do DNA  

superhelicoidizada, circular aberta e linear - em cada concentração das amostras e nos 

controles, levando em consideração um padrão de massa de DNA fornecido. 

A análise dos dados densitométricos fornece a percentagem de eventos nulos 

(ausência de quebras), para cada uma das concentrações testadas, com cada amostra.  

Usando a distribuição de Poisson, foi obtido o valor médio de quebras para cada 

um dos tratamentos, a partir das percentagens das conformações de DNA 

superhelicoidizado, como segue: μ = - ln p(0; μ) (REMINGTON E SCHOR, 1985).  

 

4.11 Análise Estatística 

4.11.1. Testes Imunológicos 

A análise estatística foi realizada utilizando o programa estatístico Graph Pad 

Instat aplicando-se análise de variância com determinação do nível de significância a 5% 

através de comparações múltiplas pelo teste de Tukey. 

4.11.2. Teste de Ames 

Os dados de mutagenicidade foram analisados utilizando o programa estatístico 

Salanal elaborado e gentilmente cedido pelo Dr. L. Myers do Research Triangle 

Institute, RTP, Carolina do Norte, USA, por intermédio da Dra. Maria Ines Sato 

(CETESB). Esse programa permite avaliar o efeito dose-resposta através do cálculo da 
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análise de variância (ANOVA – teste F) entre as médias do número de revertentes nas 

diferentes doses testadas e o controle negativo, seguido de uma regressão linear. 

4.11.3. Ensaio com Plasmídio pUC9.1   

A significância estatística do número de quebras por genoma fornecido pela 

distribuição de Poisson foi verificada por análise de variância (ANOVA – fator único) 

entre o número médio de quebras por genoma induzido pelas diferentes concentrações, 

de cada amostra, e o controle negativo, ao nível de 5% de significância (p = 0,05). 
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5. RESULTADOS 

5.1 Avaliação da citotoxicidade de macrófagos peritoneais e células tumorais de 

Ehrlich pela técnica de MTT (MOSSMAN, 1983) 

 

Os ensaios para determinação da citotoxicidade demonstraram que os 

macrófagos obtidos de animais não portadores e animais portadores do tumor de Ehrlich 

na sua forma sólida assim como a célula tumoral de Ehrlich, são sensíveis ao potencial 

tóxico dos compostos, assim como, ao da droga padrão, quando incubados por 24h. 

A atividade citotóxica dos ligantes dmba, tu e dos complexos de paládio (II) 

assim como a cis-platina para macrófagos peritoneais estão apresentados na Tabela 1. 

Observou-se que para os animais normais o ligante tu apresentou um maior potencial 

citotóxico. Já nos animais portadores do tumor na sua forma sólida a cis-platina foi 

quem apresentou maior potencial citotóxico.  

A Tabela 2 apresenta a atividade citotóxica dos ligantes dmba, tu e dos 

complexos de paládio (II) assim como a cis-platina para célula tumoral de Ehrlich. Foi 

observado que o ligante tu foi quem apresentou um maior potencial citotóxico, seguido 

pelo ligante dmba, e os compostos 1 e 2.  

Após a definição do índice de citotoxicidade mediano (IC50) para animais 

portadores e não portadores de tumor de Ehrlich, utilizou-se estes valores para realização 

dos testes propostos no estudo.  
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Tabela 1 - Valores de IC50 dos compostos para as células aderentes peritoneais de 

camundongos normais e portadores do tumor sólido de Ehrlich após 24 

de exposição 

 

 

1-
 5x10

6
 células / cavidade. 

2- 
Os valores acima são dados como média ± DP de cinco animais em triplicata, valores 

determinados por uma curva dose-resposta, expressos em µM. 

 

Tabela 2 - Valores de IC50 dos compostos para as células tumorais de Erlich após 24 

horas de exposição 

 

IC50
1,2

 Célula Tumoral de Ehrlich 

 
[Pd(dmba)(Cl)tu] 72,80  3,23 

[Pd(dmba)(N3)tu] 39,70  0,30 

dmba 15,59  1,35 

tu 10,98  3,4 

Cis-Pt 40,28  2,97 

 

1-
 5x10

6
 células / cavidade. 

2- 
Os valores acima são dados como média ± DP de cinco animais em triplicata, valores 

determinados por uma curva dose-resposta, expressos em µM. 
 
 

 

 
 

 

 

                                                      Animal não portador                      Animal portador 

       Compostos                                     IC 50
1,2

                                               IC50
1,2 

 

 

48h 

[Pd(dmba)(Cl)tu] 131,65  1,89 137,65  0,22 

[Pd(dmba)(N3)tu] 99,04  3,47 137,65  2,67 

dmba 13,59  0,8 462,80  0,48 

Tu 10,01  0,7 612,93  0,23 

Cis-Pt 71,69  2,15 113,21  0,28 
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5.2 Determinação da produção de Peróxido de Hidrogênio (H2O2) 

 

Os compostos 1 [Pd(dmba)(Cl)tu], 2 [Pd(dmba)(N3)tu], dmba, Tu e cis-platina 

quando em contato com as células do exsudato peritoneal de animais não portadores de 

tumor, produziram níveis significativos de H2O2 em relação ao controle negativo 

(p<0,001) (Fig. 3 A). Já nos animais do tumor de Erlich na sua forma sólida, observou-

se uma produção de peróxido de hidrogênio apenas pelo ligante tu (p< 0,05) (Fig. 3 B).  

Em ambos os casos, não houve uma diferença significativa dos compostos em relação a 

droga padrão (cis-platina). 
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Fig 3. Produção de peróxido de hidrogênio em culturas de células peritoneais aderentes. As 

células aderentes de animais não portadores (A) e portadores do tumor sólido de Ehrlich (B) 

foram incubadas com os compostos e a cis-Pt por 24 h de incubação em estufa de CO2 a 37ºC. 

Foi utilizado RPMI-1640-C (controle negativo, C-) e PMA (controle positivo, C+). As 

concentrações de H2O2 foram expressas em nanomols de H2O2/2x10
5
células, como a média ± 

desvio-padrão de triplicatas de 5 animais. 

 
 

***p<0,001 quando comparado ao controle negativo. 

    *p<0,05 quando comparado ao controle negativo. 
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5.3 Determinação da produção de Óxido Nítrico (NO) 

No exudato peritoneal de animais não portadores de tumor, o ligante dmba foi 

quem apresentou uma maior produção de NO quando comparado com o controle 

negativo (p<0,01), ressaltando que houve uma diferença significatica da produção de 

NO pelo ligante quando este foi comparado a cis-platina (p<0,001) (Fig. 4 A). Por outro 

lado nos animais portadores do tumor de Ehrlich o composto 2 foi quem apresentou 

maior produção de NO (p<0.001), seguido pela cis-pt e os ligantes dmba, tu (p<0,001) 

(Fig. 4 B). 
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Fig 4. Produção de óxido nítrico em culturas de células peritoneais aderentes As células 

aderentes de animais não portadores (A) e portadores do tumor sólido de Ehrlich (B) foram 

incubadas com os compostos e a cis-Pt por 24 h de incubação em estufa de CO2 a 37ºC. Foi 

utilizado RPMI-1640-C (controle negativo, C-) e LPS (controle positivo, C+). As 

concentrações de NO liberadas foram calculadas a partir de uma curva padrão 

previamente estabelecida com concentrações molares conhecidas de nitrito de sódio em 

meio RPMI-1640. Os resultados foram expressos como a média ± desvio-padrão de triplicatas 

de 5 animais. 
 

  

***p<0,001 quando comparado ao controle negativo. 

  **p<0,01 quando comparado ao controle negativo. 

    *p<0,05 quando comparado ao controle negativo. 
### p<0,001 quando comparado à cis-Pt. 
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5.4 Determinação da citocina TNF-α nos sobrenadantes das culturas de células 

aderentes 

Nos macrófagos peritoneais murinos de animais não portadores de tumor, o 

composto 1, 2, ligante dmba e cis-platina demosntratam uma maior produção de TNF-α 

(p<0,001) quando comparado com o controle negativo(Fig. 5 A). Enquanto nos animais 

portadores do tumor de Ehrlich o composto 2 foi quem apresentou maior produção 

(p<0,001) seguido do composto 1, cis-platina (p<0,01) e ligante tu (p<0,05), ressaltando 

que houve uma diferença significativa da produção de TNF- α do composto 2 quando 

comparado com a cis-platina (p<0,05) (Fig. 5 B). 
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Fig 5. Produção de TNF- nos sobrenadantes das culturas de células aderentes. As células 

aderentes de animais não portadores (A) e portadores do tumor sólido de Ehrlich (B) foram 

incubadas com os compostos e a cis-Pt por 24 h de incubação em estufa de CO2 a 37ºC. Foi 

utilizado RPMI-1640-C (controle negativo, C-) e LPS (controle positivo, C+). A determinação 

desta citocina foi realizada através do ensaio de ELISA. As concentrações de TNF- 

foram calculadas através de uma reta padrão previamente estabelecida com 

concentrações molares conhecidas de TNF-. Os resultados foram expressos como a média ± 

desvio-padrão de triplicatas de 5 animais.  

 

 ***p<0,001 quando comparado ao controle negativo. 

  **p<0,01 quando comparado ao controle negativo. 

    *p<0,05 quando comparado ao controle negativo. 

  # p<0,05 quando comparado à cis-PT. 
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5.5 Determinação da citocina IL-1β nos sobrenadantes das culturas de células 

aderentes 

Nos macrófagos peritoneais murinos normais o composto 2 e o ligante dmba 

(p<0,001), seguido pelo ligante tu (p<0,01) apresentaram uma produção de  níveis 

significativos de IL-1β em relação ao controle negativo, ressaltando que houve uma 

diferença significativa da produção de IL-1 β, pelo composto 2 e ligante dmba quando 

comparados com a cis-platina (p<0,01) (Fig. 6 A). Naqueles portadores do tumor de 

Ehrlich, os compostos, ligantes e cis-platina não foram capazes de induzir a produção 

desta citocina (Fig. 6 B). 
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Fig 6. Produção de interleucina-1β nos sobrenadantes das culturas de células aderentes. As 

células aderentes de animais não portadores (A) e portadores do tumor sólido de Ehrlich (B) 

foram incubadas com os compostos e a cis-Pt por 24 h de incubação em estufa de CO2 a 37ºC. 

Foi utilizado RPMI-1640-C (controle negativo, C-) e LPS (controle positivo, C+). A 

determianção desta citocina foi realizado através do ensaio de ELISA. As concentrações 

de IL-1β foram calculadas através de uma reta padrão previamente estabelecida com 

concentrações molares conhecidas de IL-1β. Os resultados foram expressos como a média ± 

desvio-padrão de triplicatas de 5 animais.  

 

***p<0,001 quando comparado ao controle negativo. 

  **p<0,01 quando comparado ao controle negativo. 

    *p<0,05 quando comparado ao controle negativo. 

 ## p<0,01 quando comparado à cis-PT. 
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5.6 Determinação da citocina IL-6 nos sobrenadantes das culturas de células 

aderentes 

Nos macrófagos peritoneais murinos de animais não portadores de tumor, o 

composto 2 (p<0,001), seguido do composto 1 e do ligante dmba (p<0,01) apresentaram 

maior produção de IL-6, quando comparado com o controle negativo, ressaltando que 

houve uma diferença significativa da produção de IL-6, pelo composto 2 quando 

comparados com a cis-platina (p<0,01) (Fig. 7 A). Já aqueles portadores do tumor de 

Erlich na sua forma sólida, o composto 1, composto 2, ligante dmba e cis-platina foram 

quem apresentaram a maior produção desta citocina (p<0,001) seguido pelo ligante tu 

(p<0,01) (Fig. 7 B).  
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Fig 7. Produção de IL-6 nos sobrenadantes das culturas de células aderentes. As células 

aderentes de animais não portadores (A) e portadores do tumor sólido de Ehrlich (B) foram 

incubadas com os compostos e a cis-Pt por 24 h de incubação em estufa de CO2 a 37ºC. Foi 

utilizado RPMI-1640-C (controle negativo, C-) e LPS (controle positivo, C+). A determianção 

desta citocina foi realizado através do ensaio de ELISA. As concentrações de IL-6 foram 

calculadas através de uma reta padrão previamente estabelecida com concentrações 

molares conhecidas de IL-6. Os resultados foram expressos como a média ± desvio-padrão de 

triplicatas de 5 animais.  

 

***p<0,001 quando comparado ao controle negativo.  

  **p<0,01 quando comparado ao controle negativo. 

    *p<0,05 quando comparado ao controle negativo. 

 ## p<0,01 quando comparado à cis-PT. 
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5.7 Determinação da citocina IL-12 nos sobrenadantes das culturas de células 

aderentes 

Nos macrófagos peritoneais murinos de animais não portadores de tumor os 

compostos 1, 2 e liagnte dmba (p<0,001) seguidos pela cis-platina (p<0,01), 

demontratam uma maior produção desta citocina em relação ao controle negativo,  

ressaltando que houve uma diferença significativa da produção de IL-12 pelo composto 

2 quando comparado com a cis-platina (p<0,01) (Fig. 8 A). Nos animais portadores do 

tumor de Ehrlich, o ligante dmba demonstrou uma maior produção desta citocina 

(p<0,01) seguidos pelo composto 2, ligante tu e  cis-Pt (p<0,05) (Fig. 8 B). 
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Fig 8. Produção de IL-12 nos sobrenadantes das culturas de células aderentes. As células 

aderentes de animais não portadores (A) e portadores do tumor sólido de Ehrlich (B) foram 

incubadas com os compostos e a cis-Pt por 24 h de incubação em estufa de CO2 a 37ºC. Foi 

utilizado RPMI-1640-C (controle negativo, C-) e LPS (controle positivo, C+). A determianção 

desta citocina foi realizado através do ensaio de ELISA. As concentrações de IL-12 

foram calculadas através de uma reta padrão previamente estabelecida com 

concentrações molares conhecidas de IL-12. Os resultados foram expressos como a média ± 

desvio-padrão de triplicatas de 5 animais.  

 

***p<0,001 quando comparado ao controle negativo.  

  **p<0,01 quando comparado ao controle negativo. 

    *p<0,05 quando comparado ao controle negativo. 

 ## p<0,01 quando comparado à cis-PT. 
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5.8 Determinação da citocina IL-10 nos sobrenadantes das culturas de células 

aderentes 

Os IC50 definidos para os compostos 1 [Pd(dmba)(Cl)tu], 2 [Pd(dmba)(N3)tu], 

dmba, Tu, demonstraram não produzir níveis significativos de  IL-10  em relação ao 

controle negativo,  pelos macrófagos peritoneais murinos de animais não portadores 

(Fig. 9 A) e aqueles portadores do tumor de Erlich na sua forma sólida (Fig. 9 B). 
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Fig 9. Produção de IL-10 nos sobrenadantes das culturas de células aderentes. As células 
aderentes de animais não portadores (A) e portadores do tumor sólido de Ehrlich (B) foram 

incubadas com os compostos e a cis-Pt por 24 h de incubação em estufa de CO2 a 37ºC. Foi 

utilizado RPMI-1640-C (controle negativo, C-) e LPS (controle positivo, C+). A determianção 

desta citocina foi realizado através do ensaio de ELISA. As concentrações de IL-10 

foram calculadas através de uma reta padrão previamente estabelecida com 

concentrações molares conhecidas de IL-10. Os resultados foram expressos como a média ± 

desvio-padrão de triplicatas de 5 animais.  
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5.9 Determinação da mutagenicidade pelo Teste de Ames (Salmonella/Microsome 

Assay) 

 

Nos ensaios de mutagenicidade não foram observados qualquer efeito 

mutagênico para ambas as linhagens (TA 102 e TA 98), com ou sem ativação 

metabólica, para os compostos: 1 [Pd(dmba)(Cl)tu], 2 [Pd(dmba)(N3)tu],  e seus ligantes 

dmba e tu. Entretanto foi observada citotoxicidade para a cis-platina (Tabelas 3, 4, 5 e 

6). Verifica-se que não houve aumento da freqüência normal de mutantes revertentes e 

os valores de RM ficaram todos abaixo de dois , com exceção da cisplatina que 

apresentou valores de RM que variaram de 2,05 a 2,08. 
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Tabela 3 - Atividade mutagênica expressa pela média do número de revertentes, desvio padrão e razão de mutagenicidade (valor entre 

parênteses) na linhagen, TA102 de S. typhimurium expostas a várias doses dos compostos e cis-platina, com (+S9) ou sem (-S9) 

ativação metabólica. 

 

 

. 
Tratamento Cis- platina 1 = [Pd(dmba)(Cl)tu] 2 = [Pd(dmba)(N3)tu] 

μM TA 102 TA 102 TA 102 

         -S9                                   +S9         -S9                                   +S9  

DMSO
a
 249,33 ± 6,35 314,33 ± 1,53 249,33 ± 6,35 314,33 ± 1,53 249,33 ± 6,35   314,33 ± 1,53   

3,12 420,00 ± 6,08** 

(1,68) 
370,67 ± 9,07 

 (1,18) 

295,00 ± 2,65 

(1,18) 
313,33 ± 3,51  

(0,99) 

339,67 ± 7,57 

(1,36) 
371,33 ± 10,69 

 (1,18) 

6,25  463,33 ± 11,68** 

(1,86) 
391,67 ± 4,73 

(1,25) 

309,67 ± 4,73  

(1,24) 
307,00 ± 1,00  

(0,98) 

305,67 ± 1,53 

(1,22) 
330,00 ± 6,00 

(1,05) 

12,50 518,00 ± 13,45** 

(2,08) 
420,67 ± 21,22(1,34) 260,33 ± 5,86  

(1,04)  
309,33 ± 3,79  

(0,98) 

240,67 ± 6,43  

(0,96)  
309,33 ± 7,37  

(0,98) 

18,75 511,33 ± 

11,02**(2,05) 
446,00 ± 15,72(1,42) 224,33 ± 1,15  

(0,90)  
329,00 ± 5,29 

(1,05) 

125,67 ± 4,16 

 (0,50)  
329,00 ± 5,29  

(1,05) 

25,00 434,33 ± 19,50** 
(1,74) 

435,33 ± 6,11 

(1,38) 

131,33 ± 6,81  
(0,57) 

300,00 ± 4,36  

(0,95) 

71,00 ± 9,00 
 (0,28)   

300,00 ± 4,36  
(0,95) 

Ctrol 
b
 +

 1575,66 ± 16 
1978,99 ± 7,9 1575,66 ± 16 

1978,99 ± 7,9 1575,66 ± 16 
1978,99 ± 7,9 

*P < 0,05 (ANOVA); **P < 0,01 (ANOVA), M ± DP = média e desvio padrão; aControle negativo: DMSO, dimetilsulfóxido: 75 μL/placa; bControles positivos (Ctrol +): 
Mitomicina (3,0 μg/ placa – TA102), em ausência de S9 e 2-aminofluoreno (10,0μg/ placa – TA102), na presença de S9. 
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Tabela 4 - Atividade mutagênica expressa pela média do número de revertentes, desvio padrão e razão de mutagenicidade (valor entre 

parênteses) na linhagen, TA102 de S. typhimurium expostas a várias doses dos ligantes, com (+S9) ou sem (-S9) ativação 

metabólica 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

  

 
*P < 0,05 (ANOVA); **P < 0,01 (ANOVA), M ± DP = média e desvio padrão; aControle negativo: DMSO, dimetilsulfóxido: 75 μL/placa; bControles positivos (Ctrol +): 
Mitmicina (3,0 μg/ placa – TA102), em ausência de S9 e 2-aminofluoreno (10,0 μg/ placa – TA102), na presença de S9.

Tratamento DMBA = N,N-dimetilbenzilamina 

μM TA 102 

         -S9                                   +S9 

DMSO
a
 333,33 ± 3,06 314,33 ± 1,53   

31,25 348,33 ± 4,16 (1,04) 321,33 ± 9,29 (1,02)  

62,50 355,00 ± 5,57 (1,06) 292,33 ± 5,03 (0,93) 

125,00 324,00 ± 3,61 (0,97) 287,33 ± 7,37 (0,91) 

187,50 340,00 ± 7,94 (1,02) 263,00 ± 6,08 (0,84) 

250,00 326,00 ± 5,29 (0,98) 274,33 ± 2,52 (0,87) 

Ctrol 
b
+ 445,33 ± 10 

867 ± 40 

Tratamento TU = tiouréia 

μM TA 102 

         -S9                                   +S9 

DMSO
a
 333,33 ± 3,06 314,33 ± 1,53   

56,25 361,00 ± 12,49 (1,08) 282,00 ± 4,58 (0,90)  

112,5 336,00 ± 8,72 (1,01) 304,00 ± 3,00 (0,97)  

225,0 340,33 ± 13,28 (1,02) 264,67 ± 17,79 (0,84)  

337,5 367,00 ± 1,00 (1,10) 283,00 ± 3,46 (0,90)  

450,0 362,00 ± 10,44 (1,09) 280,00 ± 3,61 (0,90)  

Ctrol
 b

 + 1575,66 ± 16 
1978,99 ± 7,9 
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Tabela 5 - Atividade mutagênica expressa pela média do número de revertentes, desvio padrão e razão de mutagenicidade (valor entre 

parênteses) na linhagen, TA98 de S. typhimurium expostas à várias doses dos compostos e cis-platina, com (+S9) ou sem (-S9) 

ativação metabólica 

 

 

. 
Tratamento Cis- platina 1 = [Pd(dmba)(Cl)tu] 2 = [Pd(dmba)(N3)tu] 

μM TA 98 TA 98 TA 98 

      -S9                                   +S9         -S9                                   +S9 -S9                                   +S9 

DMSO
a
 41,00 ± 7,21 22,33 ± 4,04    41,00 ± 7,21 22,33 ± 4,04    41,00 ± 7,21 22,33 ± 4,04    

3,12 112,00 ± 16,09 ** 

(2,66) 
51,67 ± 6.03** 

 (2,31) 

48,33 ± 4,16  

(1,15) 
29,67 ± 8,96  

(1,32) 

62,67 ± 8,50    

(1,49) 
27,33 ± 5,51  

 (1,22) 

6,25 111,00 ± 20,78 * 

(2,64) 
34,33 ± 7,51  

(1,53) 

53,67 ± 4,93  

(1,27) 
24,67 ± 5,69    

(1,10) 

68,33 ± 11,93   

(1,62) 
27,33 ± 5,51  

 (1,22) 

12,50 104,33 ± 6,66 ** 

(2,47) 
57,67 ± 24,42  

 (2,58) 

52,67 ± 8,50   

(1,25)  
26,33 ± 9,29   

(1,17) 

57,33 ± 12,01    

(1,36)  
27,67 ± 4,16   

(1,23) 

18,75 91,33 ± 1,15** 

(2,17) 
 54,00 ± 6,56 **  

(2,41) 

58,67 ± 15,50   

(1,39)  
25,33 ± 12,10   

(1,13) 

31,33 ± 9,02   

 (0,74)  
27,67 ± 3,21  

(1,23) 

25,00 88,00 ± 14,53* 
 (2,09) 

49,33 ± 10,60* 

 (2,20) 

36,00 ± 4,58    
(0,85) 

30,00 ± 1,00   

(1,34) 

19,00 ± 2,65 
 (0,45)   

19,33 ± 6,43   
(0,86) 

Ctrol 
b
 + 445,33 ± 10 

867 ± 40 445,33 ± 10 
867 ± 40 445,33 ± 10 

867 ± 40 

*P < 0,05 (ANOVA); **P < 0,01 (ANOVA), M ± DP = média e desvio padrão; aControle negativo: DMSO, dimetilsulfóxido: 75 μL/placa; bControles positivos (Ctrol +): 4-
nitro-o-fenilenodiamino (NPD – 10,0 μg/ placa – TA98), em ausência de S9 e 2-antramino (1,25 μg/ placa – TA98), na presença de S9. 
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Tabela 6 - Atividade mutagênica expressa pela média do número de revertentes, desvio padrão e razão de mutagenicidade (valor entre 

parênteses) na linhagen, TA98 de S. typhimurium expostas à várias doses dos ligantes, com (+S9) ou sem (-S9) ativação 

metabólica 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
*P < 0,05 (ANOVA); **P < 0,01 (ANOVA), M ± DP = média e desvio padrão; aControle negativo: DMSO, dimetilsulfóxido: 75 μL/placa; bControles positivos (Ctrol +): 4-

nitro-o-fenilenodiamino (NPD – 10,0 μg/ placa – TA98), em ausência de S9 e 2-antramino (1,25 μg/ placa – TA98), na presença de S9. 

 

 

Tratamento DMBA = N,N-dimetilbenzilamina 

μM TA 98 

     -S9                                   +S9 

DMSO
a
 41,00 ± 7,21 22,33 ± 4,04    

31,25 57,67 ± 4,16* (1,37) 31,67 ± 3,21 (1,41)  

62,50 68,33 ± 9,71* (1,62) 30,33 ± 2,52 (1,35) 

125,00 57,00 ± 12,4   (1,35) 27,67 ± 4,73 (1,23) 

187,50 69,33 ± 2,52** (1,65) 28,00 ± 3,46 (1,25) 

250,00 74,00 ± 5,57** (1,76) 29,33 ± 5,86 (1,31) 

Ctrol 
b
 + 445,33 ± 10 

867 ± 40 

Tratamento TU = tiouréia 

μM TA 98 

         -S9                                   +S9 

DMSO
a
 41,00 ± 7,21 22,33 ± 4,04    

56,25 45,33 ± 11,15 (1,07) 24,33 ± 1,53 (1,08)  

112,5 70,33 ± 18,56 (1,67) 29,00 ± 4,58 (1,29)  

225,0 48,33 ± 2,08   (1,15) 31,00 ± 6,08 (1,38)  

337,5 51,67 ± 7,02   (1,23) 28,67 ± 7,51 (1,28)  

450,0 46,00 ± 6,24   (1,09) 30,67 ± 4,73 (1,37)  

Ctrol 
b
 + 445,33 ± 10 

867 ± 40 
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5.10 Determinação da mutagenicidade pelo Teste com plasmídio pUC9.1  

 

Nos ensaios de genotoxicidade com plasmídio pUC 9.1  não foram observados 

qualquer indução de  quebras nas fitas do mesmo, após os tratamentos do com os 

compostos 1 e 2, ligantes dmba e tu (Fig 10, 11, 12, 13) respectivamente. Porém, a droga 

usada como padrão de referência induziu grande quantidade de quebras em pequenos 

fragmentos, o que não ocasionou a formação de bandas e sim um característico arraste na 

corrida do gel (Fig. 14). 
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Figura 10. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% e análise densitométrica das 

concentrações das conformações superhelicoidizada (SH), circular aberta (CA) e 

linear (L) do plasmídeo pUC9.1, após tratamento com  o composto 1 

[Pd(dmba)(Cl)tu]. Controle - (DMSO); Controle + (200μg/mL SnCl2- Cloreto de 

Estanho). 
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% e análise densitométrica das 

concentrações das conformações superhelicoidizada (SH), circular aberta (CA) e 

linear (L) do plasmídeo pUC9.1, após tratamento com  o composto 2 

[Pd(dmba)(N3)tu]. Controle - (DMSO); Controle + (200μg/mL SnCl2- Cloreto de 

Estanho). 
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Figura 12. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% e análise densitométrica das 

concentrações das conformações superhelicoidizada (SH), circular aberta (CA) e 

linear (L) do plasmídeo pUC9.1, após tratamento com  o ligante dmba. Controle - 

(DMSO); Controle + (200μg/mL SnCl2- Cloreto de Estanho). 
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Figura 13. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% e análise densitométrica das 

concentrações das conformações superhelicoidizada (SH), circular aberta (CA) e 

linear (L) do plasmídeo pUC9.1, após tratamento com  o ligante tu. Controle - 

(DMSO); Controle + (200μg/mL SnCl2- Cloreto de Estanho). 
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Figura 14. Eletroforese em gel de agarose a 0,8% e análise densitométrica das 

concentrações das conformações superhelicoidizada (SH), circular aberta (CA) e 

linear (L) do plasmídeo pUC9.1, após tratamento com  cis-platina. Controle - 

(DMSO); Controle + (200μg/mL SnCl2- Cloreto de Estanho). 
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6. DISCUSSÃO 

 

Muitos metais têm um papel importante nos sistemas vivos, uma vez que se 

ligam e interagem com moléculas biológicas tais como proteínas e o DNA, e 

apresentam afinidade por moléculas cruciais para a vida, tais como a de oxigênio (O2), 

ou a de óxido nítrico (NO). Sendo assim, a evolução natural incorporou os metais às 

funções essenciais à vida. Sabemos que o transporte de oxigênio e de elétrons é feito 

respectivamente pelo ferro da hemoglobina e dos citocromos, que o zinco exerce função 

estrutural importante, e que minerais contendo cálcio são constituintes dos ossos. No 

entanto, somente nos últimos cem anos as propriedades medicinais de compostos 

inorgânicos começaram a ser investigadas de forma racional, com o emprego de 

compostos de ouro no tratamento da tuberculose, dos antimoniais para o tratamento de 

leishmaniose e de compostos à base de arsênio para o tratamento da sífilis (O´DWYER 

et al., 1999). 

Desde então, houve um grande interesse por complexos metálicos como 

possíveis agentes terapêuticos, e iniciou-se uma nova era na busca por compostos 

metálicos com propriedades farmacológicas, investigação de mecanismos de ação e 

tentativas de melhorar a atividade de compostos já existentes. O interesse nas aplicações 

da química inorgânica em medicina continua a crescer, com a procura por novos alvos e 

novas oportunidades de intervenção da química de coordenação na química medicinal. 

O câncer é uma das principais causas de morte no mundo todo, sendo a segunda 

maior causa de morte nos países industrializados depois de doenças cardiovasculares, 

destacando-se o câncer de mama pela alta incidência e elevada taxa de mortalidade 

entre as mulheres (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2009).  

Os três principais tipos de tratamento do câncer são a radioterapia, a cirurgia e a 

quimioterapia, sendo essa última, objeto de estudo nas últimas quatro décadas. A 
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quimioterapia do câncer dispõe tanto de compostos orgânicos, como por exemplo, o 

taxol, a vimblastina e a doxorrubicina, quanto de compostos inorgânicos contendo 

metais, por exemplo, a carboplatina e a cis-platina (cis-Pt) (BOULIKAS e 

VOUGIOUKA, 2003). 

 A inibição do crescimento tumoral pelo emprego da cis-Pt foi atribuída a várias 

propriedades, incluindo a penetração na membrana celular por difusão passiva 

(JAMIESON e LIPPARD, 1999) ou por transporte ativo (SHERMAM e LIPPARD, 

1987; ISHIDA et al., 2002; LIN et al., 2002) acúmulo no núcleo da célula tumoral e 

interação com o DNA, sendo essa última, a chave que leva à inibição do crescimento 

tumoral (JAMIESON e LIPPARD, 1999; KOMEDA, 2003). Porém alguns obstáculos 

têm sido enfrentados no uso da cisplatina, como o surgimento de resistência celular, 

baixa solubilidade em água, estreito espectro de atividade, além de graves efeitos 

colaterais, como neurotoxicidade, nefrotoxicidade e toxicidade ao trato intestinal, que se 

manifestam através de náuseas e vômitos intensos. Os efeitos adversos surgem 

principalmente pela complexação da cisplatina com proteínas e peptídeos, como por 

exemplo, a glutationa, o que leva ao seu acúmulo no organismo e conseqüente 

toxicidade (DECATRIS et al., 2004). 

Devido as diversas desvantagens associadas à cis-Pt, existe uma crescente busca 

por novas drogas citotóxicas e citostáticas, com ações antitumorais, porém mais 

seletivas, com menor incidência de toxicidade sistêmica. Dessa forma estudos 

utilizando complexos de paládio (II) permitiram observar que os mesmos apresentam 

ligações cruzadas com o DNA levando à morte celular por apoptose (QUIROGA et al., 

1998a).  

Segundo McAULIFFE et al. (1991) e Navarro-Ranninger et al. (1996), os 

compostos organometálicos de paládio (II) apresentam uma atividade antitumoral 
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pequena quando comparados aos compostos contendo platina, devido a sua alta 

labilidade exibida em meio biológico. 

 No presente trabalho foram realizados ensaios biológicos para determinar a 

atividade imunológica e mutagênica de compostos inéditos de Paládio II, 

[Pd(dmba)(Cl)tu], [Pd(dmba)(N3)tu] de seus ligantes dmba e tu, assim como da cis-

platina em modelo experimental de Ehrlich. 

Para iniciar o estudo do efeito dos compostos sobre o sistema imunológico foi 

necessário determinar inicialmente a toxicidade destas substâncias sobre os macrófagos 

peritoneais murinos de animais não portadores, animais portadores do tumor de Ehrlich 

e sobre as células tumorais, com tempo de incubação de 24 hrs. Isto porque após as 

células serem retiradas de seu ambiente natural para utilização in vitro, as mesmas 

encontram-se fragilizadas e a garantia de sua viabilidade é fundamental para a análise 

de seu comportamento frente a estímulos (FRESHNEY, 1994). Na Tabela 1 foi possível 

observar que os macrófagos obtidos de animais não portadores e animais portadores do 

tumor de Ehrlich na sua forma sólida, são sensíveis ao potencial tóxico dos compostos, 

assim como, ao da droga padrão cisplatina, quando incubados por 24 h.  

Observou-se ainda, que para os animais não portadores de tumor o ligante tu 

apresentou um maior potencial citotóxico (menores concentrações) quando comparados 

à droga padrão (10,01  0,7 µM e 71,69  2,15 µM) respectivamente, demonstrando 

alto potencial citotóxico em relação à cis-platina. Já nos animais portadores do tumor na 

sua forma sólida a cis-platina foi quem apresentou maior potencial citotóxico (113,21  

0,28 µM), quando comparado com os compostos porém os compostos denominados 1 e 

2 apresentaram um índice de citotoxicidade mediano (IC50) similares ao da cis-platina 

(137,65  0,22 µM e 146,51  2,67 µM) respectivamente, o que também se faz 

favorável para os compostos.  
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Em relação à sensibilidade das células tumorais de Ehrlich (Tabela 2), esta se 

mostrou tão sensível quanto às outras linhagens celulares citadas na literatura ao 

potencial tóxico dos compostos (NAVARRO-RANNINGER et al., 1996; QUIROGA et 

al., 1998; QUIROGA et al., 1999), sendo que o composto 2 (39,70  0,30 µM) 

apresentou índice de citotoxicidade mediano próximo ao da cis-platina (40,28  2,97 

µM), e ainda apresentou um valor de  IC50 inferior quando comparado ao composto 1 

(79,80  3,2 µM). Já em relação aos ligantes, a tiouréia foi quem apresentou o menor 

índice (10,98  3,4 µM). Esses resultados demostram que o composto 2 com 

citotoxicidade similar ao da cis-platina pode refletir uma semelhança à atividade 

observada por essa, resultados que poderão ser confirmados posteriormente.  

 Uma variedade de compostos ciclometalados foi utilizada com sucesso, como 

compostos apresentando atividade citotóxica, especialmente sobre linhagens de células 

tumorais sensíveis e resistentes à cis-Pt. MORO et al., (2009) verificaram a atividade 

antitumoral dos compostos de fórmula geral [Pd(C
2
,N-dmba)(-X)]2 [dmba = N,N-

dimethylbenzylamina; X = Cl, Br] e [Pd(C
2
,N-dmba)(X)tu] [X = Cl , Br] frente às 

linhagens LM3 e LP07, de câncer de mama e pulmão respectivamente, as quais 

apresentaram potencial citotóxico in vitro, resultados esses obtidos em nosso 

laboratório. 

 Em outros estudos, relatou-se a citotoxicidade de compostos derivados do 

paládio em duas linhagens leucêmicas (HL60 e K562) avaliadas pelo teste de redução 

utilizando o sal de tetrazólio (MTT) e ainda pelo método de exclusão pelo Azul de 

Tripan, sugerindo que os compostos apresentam potenciais tóxicos que seguem uma 

curva dose-dependente (ROCHA et al., 2003). 

Os macrófagos uma vez ativados sofrem um processo diferenciado, 

caracterizado por um rápido aumento no metabolismo, motilidade e atividade fagocítica, 
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passando a secretar mais de cem produtos, como enzimas, componentes do 

complemento, fatores de coagulação, espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, 

citocinas entre outros (STITES et al., 2000). 

Para avaliar a atividade dos compostos sobre a imunidade inata, nesse estudo foi 

observada a produção de reativos intermediários de oxigênio e nitrogênio (NO e H2O2), 

assim como a produção de citocinas pró-inflamatórias como TNF-, IL-1, IL-6, IL-12 e 

anti-inflamatória como a IL-10. 

Após estimulação, os fagócitos mono e polimorfonucleares sofrem mudanças em 

seu metabolismo, aumentando o consumo de O2 a níveis até 50 vezes superiores aos 

observados nas células não estimuladas. Concomitantemente, ocorre um aumento da 

oxidação com produção de adenina-difosfato-nicotinamida oxidase (NADPH) que leva 

a redução do O2 à O
.-

2, o qual por dismutação espontânea ou pela superóxido dismutase, 

leva à formação do H2O2 (DAHLGREN e KARLSSON, 1999; HALLIWELL e 

GUTTERIDGE, 1999; FORMAN e TORRES, 2001). 

As espécies reativas de oxigênio (EROs) desempenham duplo papel nos 

sistemas biológicos, visto que podem ser tanto benéficas ou maléficas para o organismo. 

Dentre seus efeitos benéficos destacam-se a defesa contra agentes infecciosos e a 

sinalização de sistemas celulares. Em contraste, em altas concentrações, as EROs 

podem ser importantes mediadores no dano a estruturas celulares, incluindo lipídeos e 

membranas, proteínas, e ácidos nucléicos, sendo que tal dano oxidativo tem sido 

relatado como um fator importante no desenvolvimento de doenças como câncer, 

arteriosclerose, artrite, desordens neurodegenerativas e outras doenças (VALKO et al., 

2006).  

As figuras 3A e 3B mostram a produção de H2O2 em cultura de células 

peritoneais de camundongos não portadores e portadores do tumor sólido de Ehrlich na 
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sua forma sólida, quando em contato com os compostos, ligantes e a cis-platina. 

Observou-se que utilizando o IC50 de 24 hrs  houve a estimulação de H2O2 pelos 

compostos, ligantes e cis-platina, naqueles animais não portadores do tumor. Já nos 

animais portadores de tumor de Ehrlich na sua forma sólida houve produção deste 

mediador apenas pelo ligante tu. Visto esta molécula ser ativada nos estágios iniciais da 

resposta imunológica, com o início do burst oxidativo (THOMASZ et al., 2007), nos 

animais não portadores do tumor, a produção da mesma provavelmente pode estar 

relacionada com a ação dos compostos no estágio inicial da resposta imune e até mesmo 

ela própria manipulação do animal. 

Uma provável explicação de acordo com a literatura, a não produção de 

peróxido pelos compostos em animais portadores de tumor é que o crescimento do 

tumor de Ehrlich induz uma inibição das enzimas superóxido dismutase e catalase 

(SUN et al., 1989), as quais são fundamentais na eliminação dos radicais livres como o 

ânion superóxido e H2O2 (RUSHMORE e PICKET, 1993).  

Já o NO é uma molécula reativa produzida a partir da enzima NO sintase 

induzível (iNOS) que se encontra altamente expressa em macrófagos ativados com LPS 

(NATHAN, 1992; BENSINGER e TONTONOZ, 2008).  A produção normal ou 

fisiológica de NO por fagócitos é benéfica para a defesa do hospedeiro contra 

microrganismos e parasitas, no entanto a superprodução de NO pode ser prejudicial e 

resultar em processos inflamatórios crônicos e agudos, além de atualmente estar 

relacionada com a promoção de angiogênese tumoral e metástase (THIEMERMANN e 

VANE, 1990; BOGDAN, 1998; CHEN e STONER, 2004). Em tumores de mama, 

inibidores da iNOS vem sendo utilizados na prevenção da angiogênese e além disto, a 

terapia para prevenção de metástases no câncer pode ser acompanhada pela inativação 

da iNOS (XIE e FIDLER, 1998; JADESKI e LALA, 1999).  
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A determinação da produção de NO foi realizada pela técnica de detecção de 

nitrito nos sobrenadantes das culturas pelo reagente de Griess, onde foi utilizada a 

concentração ideal de cada composto (IC50) de acordo com o teste de MTT após 24 hrs 

de exposição. Os resultados demonstraram que das amostras testadas nos macrófagos 

peritoneais murinos de animais não portadores de tumor (Fig. 4 A) o ligante dmba foi 

quem apresentou uma maior produção de NO quando comparado com o controle 

negativo (p<0,01) e quando comparado com a droga padrão (p<0,001), já para aqueles 

portadores do tumor de Ehrlich o composto 2 e cis-pt (p<0,001) foi quem apresentou 

maior produção de NO, seguido pelos ligantes tu (p<0,01) e dmba (p<0,05) (Fig. 4 B). 

A estimulação da produção de NO em macrófagos através da expressão de iNOS 

é realizada por citocinas como TNF-, IL-1, IFN- (CARLOS et al., 2004; MAIA et al., 

2006). O NO e TNF- possuem importantes papéis na patogênese de várias doenças 

durante a inflamação aguda (NATHAN, 1992). Além disto, o TNF- atua como um 

fator de progressão de tumores através da modulação da motilidade tumoral ou pelo 

aumento da expressão de moléculas de adesão em órgãos alvos (GELIN et al.,1991; 

KUNDU, 2008). Portanto, a identificação de novos agentes farmacológicos que possam 

prevenir a superprodução de NO e TNF- é de considerável interesse médico 

(MANJEET e GHOSH, 1999; CARLI et al., 2009). 

O TNF- pode induzir morte por necrose ou apoptose em algumas células 

tumorais humanas primárias e em linhagens celulares tumorais (CARSWELL et al., 

1975; AGGARWAL & NATARJAN, 1996; PALLADINO et al., 2003), incluindo 

linhagens de câncer de mama (BEN-BARUCH, 2003). Nos macrófagos peritoneais 

murinos de animais não portadores do tumor de Ehrlich os compostos 1, 2, ligante 

dmba e cis-platina induziram a produção de TNF-α (p<0,001) quando comparado com 

o controle negativo (Fig. 5 A). Enquanto nos animais portadores do tumor de Ehrlich o 
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composto 2 foi quem apresentou maior produção desta citocina (p<0,001) seguida do 

composto 1, cis-platina (p<0,01) e ligante tu (p<0.05) (Fig. 5 B), resultado esse que 

ressalta o composto 2, uma vez que a estimulação da produção de TNF-α pode levar a 

apoptose em linhagens celulares tumorais (FIDLER e SCHROIT, 1998; BALKWILL e 

MATOVANI, 2001; BALKWILL, 2002) lembrando ainda, que houve uma diferença 

siginficativa da produção de TNF-α, por esse composto quando foi comparado com a 

cis-platina (p<0,05). 

Inter-relacionadas com a citocina TNF-α estão os mediadores IL-6 e IL-1, sendo 

que estes podem atuar cooperativamente, sugerindo que estas três citocinas formam uma 

rede de fatores que afetam a progressão tumoral. Atualmente, muitos estudos in vitro e 

in vivo têm avançado na compreensão do envolvimento das citocinas na oncologia 

(NICOLINI et al., 2006). 

A IL-1 induz a proliferação e a ativação de macrófagos, e também possui a 

capacidade de aumentar a citotoxicidade e inibir o crescimento das células tumorais do 

câncer de mama e melanoma (LASKIN et al., 2001; KUNINAKA et al, 2000). Por 

outro lado a IL-1 estimula a expressão de potentes fatores angiogênicos estimulando a 

neovascularização tumoral (TORISU et al., 2000; NAKAO et al., 2005). A IL-6, por sua 

vez, é uma citocina chave para o crescimento tumoral, além de desempenhar função 

pró-inflamatória e anti-apoptótica em ratos (NAUGLER et al., 2007).  

Em nosso estudo os compostos organometálicos testados em macrófagos 

peritoneais murinos de animais não portadores de tumor o composto 2 e o ligante dmba 

(p<0,001), seguido do ligante tu (p<0,01) produziram níveis significativos de IL-1β em 

relação ao controle negativo (Fig. 6 A), e ainda o composto 2 e o ligante dmba 

apresentaram diferença significativa quando comparados com a droga padrão (p<0,01). 
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Naqueles animais portadores do tumor de Ehrlich não houve uma produção significativa 

desta citocina (Fig. 6 B).  

Em contrapartida houve uma grande produção da citocina IL-6 pelos macrófagos 

peritoneais murinos de animais sadios onde o composto 2 (p<0,001), seguido pelo 

composto 1 e pelo ligante dmba (p<0,01) apresentaram maior produção desta, quando 

comparado com o controle negativo (Fig. 7 A), ainda o composto 2 apresentou uma 

diferença significativa quando comparado com a cis-platina (p<0,01). Naqueles 

portadores do tumor de Erlich na sua forma sólida os compostos 1, 2, ligante dmba e 

cis-platina (p<0,001), seguidos pelo ligante tu (p<0,01) foram os que apresentaram a 

maior produção da mesma (Fig. 7 B). 

Analisando-se o perfil de produção dessas três citocinas pelos animais 

portadores de tumor, o composto 2, seguido pelo ligante dmba, de uma maneira geral 

foi quem apresentou maior produção de IL-6 e TNF-, indicativo, portanto de uma ação 

proinflamatória quando os macrófagos foram desafiados podendo assim auxiliar na 

modulação da progressão tumoral, tal como observado por Nicolini et al., 2006. Quanto 

à IL-1, não foi observado a sua produção em animais portadores de tumor, isso pode 

estar relacionado com a produção de TNF-, uma vez que esses mediadores 

compartilham muitas atividades entre si. 

Um outro dado interessante a comentar é que a produção dessas citocinas pro-

inflamatórias (TNF-α, IL-6 e IL-1) localmente ou sistemicamente pode afetar o 

crescimento e metástase das células tumorais (KUNINAKA, et. al., 2006). Tem sido 

relatado que a IL-1 e o TNF-α inibem o crescimento das células tumorais do câncer de 

mama e melanoma malignos, e carcinoma de células renais (KUNINAKA et al., 2000; 

CHOI et al., 2008). 
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 Além disso, tanto TNF-α quanto IL-1 parece atuarem como um fator de 

progessão do tumor em relação à modulação da mobilidade tumoral (MURLLER, et. 

al., 1996).  Já a citocina IL-6 promove o crescimento das células tumorais malignas em 

melanoma, carcinoma de células renais, e câncer cervical. Entretanto, resultados 

contrários também têm sido reportados. Serve et al., (1991) relatam que a IL-6 não tem 

nenhum efeito significativo em 26 linhagens de células tumorais, incluindo linhagens 

celulares de câncer de pulmão. Devido a isso, é importante esclarecer a influência direta 

de citocinas pró-inflamatórias em células tumorais, a fim de obter uma melhor 

compreensão da terapia anti-tumoral.  

De maneira semelhante às demais citocinas a Interleucina-12 (IL-12) é uma 

citocina multifuncional que estimula a imunidade inata e adaptativa direcionando o 

sistema imunológico à resposta imune Th1, essencialmente celular, necessária à 

eliminação tumoral. As funções imunomoduladoras e antiangiogênicas da IL-12 tornam 

esta citocina um agente antineoplásico (BARNES, 2003; BERRAONDO et al., 2009).   

Na figura 8A podemos observar que os compostos 2, 1 e o ligante dmba 

apresentaram uma maior produção de IL-12 (p<0,001) seguidos pela cis-platina 

(p<0,01) em relação ao controle negativo, ainda quando comparado o composto 2 com a 

cis-platina houve uma diferença significativa entres estes (p<0,01). Nos animais 

portadores do tumor, a maior produção desta foi induzida pelo ligante dmba (p<0,01) 

seguida pelo composto 2, ligante tu e cis-platina, em realação ao controle negativo 

(p<0,05) (Fig. 8B). Dados observados por Berraondo et. al., (2009) demosntram que a 

administração de IL-12 recombinante em modelos animais em estudos pré–clínicos de 

câncer e hepatite viral crônica, foi considerada um poderoso agente terapêutico contra 

as duas doenças. A produção local de IL-12 utilizando vetores de expressão nas células 

tumorais pode estimular a infiltração de células imunes efetoras levando a regressão do 



90 

 

tumor. Resultados semelhantes já eram descritos por Brunda et al., (1993) bem como 

Tahara et al., (1993) e Nastala et al., (1994) mostrarando que a IL-12 era um potente 

mediador antitumoral in vivo com atividade antimetastática contra tumores murinos. 

Curiosamente, a eficácia da IL-12 foi bastante reduzida, mas não abolida, em 

camundongos imuno-incompetentes (DEL FECCHIO et. al., 2007). Assim a produção 

de IL-12 pelo ligante dmba e composto 2 mais uma vez, tentam comprovar a ação 

destes na inibição da progressão tumoral. 

Considerando que de maneira oposta ao NO e a todas as citocinas citadas acima, 

a IL-10 apresenta características antiinflamatórias, através da inibição da ativação dos 

macrófagos (CLEMONS et al., 2000; NAUNDORF et al., 2009) em nosso estudo, foi 

observado que não houve produção desta citocina por animais não portadores e 

portadores do tumor de Ehrlich após 24 hrs de incubação (Fig. 9A e Fig. 9B). 

Fernandez, et. al., (2006), relatam que a expressão de IL-10 inibe a resposta 

imune no local do tumor, e sua relação com a presença de apoptose pode sugerir um 

aumento da agressividade do tumor, mesmo em estágios iniciais de seu 

desemvolvimento. Por outro lado, Huang, et. al., (1996) sugerem que a produção de IL-

10 por macrófagos associados ao tumor inibem fatores angiogênicos e 

consequentemente o crescimento do mesmo.  

Além da avaliação da atividade imunomoduladora, outro aspecto importante a 

ser analisado é o efeito de substâncias antitumorais sobre o DNA propriamente dito. A 

conversão de células normais em células neoplásicas normalmente envolve vários 

passos. Uma das fases iniciais desse processo envolve a ação de um carcinógeno 

genotóxico (WEISBURGER, 2000).  

Um dos objetivos desse trabalho foi avaliar a ação dos compostos, ligantes e cis-

platina quanto ao seu potencial de indução de danos ao DNA. Para tanto, foi utilizado o 
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teste de mutação gênica reversa com S. typhimurium (teste de Ames), que é um teste 

rápido amplamente aceito para identificar uma grande variedade de compostos químicos 

capazes de induzir danos no material genético, levando ao aparecimento de mutações 

gênicas (MORTELMANS e ZEIGER, 2000). Foram utilizadas as linhagens TA102 e 

TA98 de S. typhimurium, capazes de promover uma triagem abrangente de diferentes 

compostos primários e secundários, com vários mecanismos de ação, e os testes foram 

realizados com e sem ativação metabólica (S9). A cepa TA 98 apresenta mutações no 

gene hisD (hisD 3052) que codifica para a histidinol desidrogenase, apresentando como 

ponto preferencial para reversão de 8 resíduos repetitivos de CG e detecta compostos 

mutagênicos que causam deslocamento no quadro de leitura do DNA. Já a TA 102, 

provoca mutações ochre TAA no gene his G e detecta mutágenos como formaldeído, 

glioxal, hidroperóxidos, bleomicina, fenilhidrazina entre outros (MARON e AMES, 

1983). 

Nos ensaios, com as linhagens TA102 e TA98 tratadas com os compostos e 

ligantes não apresentaram qualquer efeito mutagênico, com ou sem ativação metabólica, 

para os compostos: 1 [Pd(dmba)(Cl)tu], 2 [Pd(dmba)(N3)tu],  e seus ligantes dmba e Tu. 

Entretanto foi observada citotoxicidade para a cis-platina (Tabelas 3, 4, 5 e 6).  

Verifica-se que não houve aumento da freqüência normal de mutantes 

revertentes e os valores de RM ficaram todos abaixo de dois, com exceção da cisplatina 

que apresentou valores de RM que variaram de 2,05 a 2,08 para linhagem TA102 e 2,09 

a 2,66 para linhagem TA98 o que indica a presença de compostos capazes de ocasionar 

danos genéticos por substituição de pares de base e frameshift respectivamente.  

Bünger, et. al., (1996), comparou a mutagenicidade, pelo Teste de Ames, entre 

compostos contendo platina, paládio e ródio e comprovou que somente os compostos 

contendo platina, apresentaram-se mutagênicos frente as linhagens testas. 
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Sendo assim, um resultado favorável aos compostos, que diferente da cisplatina 

não foram capazes de provocar mutações gênicas no genoma da bactéria S. 

typhimurium.  

O potencial genotóxico dos compostos, ligantes e cis-platina também foram 

avaliados através de ensaios com DNA plasmidial pUC9.1. A indução de quebras no 

DNA altera a estrutura terciária superhelicoizada do DNA plasmidial, modificando 

também a sua mobilidade eletroforética (YOSHINO et al., 1999). Assim, o tratamento 

do DNA plasmidial com diferentes compostos, seguido de análise por eletroforese, 

permite verificar a ocorrência de quebras nessa macromolécula induzida por esses 

compostos. 

Após tratamento do DNA plasmidial com os compostos, ligantes e cisplatina, 

observou-se que em todas as concentrações testadas para o composto 1 (Fig. 10), 

composto 2 (Fig. 11), ligante dmba (Fig. 12), ligante tu (Fig.13) e cis-platina (Fig. 14), 

não houve indício de quebras nas fitas do DNA plasmidial em nenhuma concentração 

testada de todos os ensaios realizados, com exceção da cis-platina, que apresentou um 

arraste no gel, característico de múltiplas quebras, portanto assim, não permitindo a 

visualização das bandas formadas . È conhecida a capacidade da cis-platina de 

promover cross-link entres as bases de guanina e quebrando desta forma o DNA, 

reduzindo assim sua mobilidade eletroforética (HERMANet. al., 2008). 

Serão necessários outros ensaios para confirmar a não interação dos compostos e 

ligantes com o DNA, visto que estes possam interagir de outra forma, como por 

exemplo por aneogênese, agindo sobre as fibras do fuso, impedindo assim que a divisão 

celular ocorra. 

Baseando-se nos resultados obtidos, muitas vezes de forma igual ou superior à 

cis-platina e levando em consideração os testes aqui realizados, podemos propor que os 
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compostos sejam promissores agentes, devido a seus efeitos sobre as células tumorais 

de Ehrlich e imunológicas e ainda apresentaram – se não indutores de mutação gênica e 

não foram capazes de provocar quebras no DNA “in vitro”.  

Deve-se ressaltar que muitos outros estudos serão necessários, visto que os 

compostos são inéditos, e muito ainda falta ser descoberto sobre os mesmos e que testes 

sobre culturas celulares in vitro nem sempre correspondem aos observados em situações 

in vivo (BABICH e TIPTORB, 2002). 
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7. CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos permitem concluir que os macrófagos peritoneais de 

animais não portadores e animais portadores do tumor de Ehrlich na sua forma sólida, 

assim como células tumorais de Ehrlich são sensíveis ao potencial tóxico dos 

compostos, seus ligantes e cis-platina. 

Os compostos estimulam a produção de óxido nítrico, peróxido de hidrogênio e 

de citocinas pró-inflamatórias como IL-1β, IL-12, IL-6 e TNF-α, contrariamente não 

promovem a produção de citocinas anti-inflamatórias como no caso da IL-10. Sendo 

que o composto de fórmula geral [Pd(dmba)(N3)tu] (2) e o ligante dmba apresentam um 

maior potencial pro-inflamatório (quando comparado ao composto [Pd(dmba)(Cl)tu]  

(1) e ao ligante tu.  

A avaliação da mutagenicidade demonstrou que os compostos e os ligantes não 

foram mutagênicos in vitro, diferente da cis-paltina que se apresentou mutagênica, pelo 

teste de Ames. E não são capazes de promoverem quebras nas fitas do DNA plasmidial, 

em ensaios com plasmídio pUC9.1.  

Levando em consideração a não mutagenicidade dos compostos e de seus 

ligantes, assim como a capacidade dos mesmos de estimularem a produção de citocinas 

pró-inflamatórias em animais portadores do tumor de Ehlich, estes se demonstram 

promissores quando comparados a cis-Pt, uma vez que esta mesmo sendo capaz de 

estimular o sistema imune, provoca elevada toxicidade e mutagenicidade no DNA. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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