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RESUMO

Estudos de citoxicidade e genotoxicidade tém sido realizados para o
desenvolvimento de novos agentes anticancer com maior seletividade e
menores efeitos colaterais de agentes antitumorais convencionais. Neste
trabalho, foram avaliadas as propriedades citotoxicas, clastogénicas e
genotdxicas do composto ditionato de cis-tetraamino(oxalato)ruténio(lll), {cis-
[RU(C204)(NH3)4]2(S206)}, em cultura de linfécitos de sangue periférico humano
in vitro. Foram analisados os parametros indice mitotico (IM), aberracbes
cromossOémicas (ACs) e danos induzidos no DNA detectados pelo ensaio
cometa. O IM de cultura de linfocitos de sangue periférico humano tratados
com 0,0075; 0,075; 0,75 e 7,5uM de {cis-[Ru(C204)(NH3)4]2(S206)} foram 6,1;
3,9; 3,2 e 0,2%, respectivamente. A menor concentracdo 0,0075 né&o
apresentou atividade citotoxica comparada ao controle negativo. As ACs
derivadas das concentragdes 0,0075; 0,075 e 0,75, apresentaram frequéncia
de 1,5; 1,6 e 2,3 %, respectivamente, ndo manifestando atividade clastogénica
comparadas ao contole negativo e somente na concentracdo de 7,5uM,
demonstrou atividade clastogénica, predominando quebras e falhas
cromatidicas. Os dados obtidos por meio do ensaio cometa, utilizando {cis-
[Ru(C204)(NH3)4]2(S206)}, sugerem que este composto ndo apresenta atividade
genotdxica em concentracdes menores que 0,0075 pM. Os resultados desses
estudos demonstram que {cis-[Ru(C,04)(NH3)4]2(S206)} n&o possui potencial
citotoxico, clastogénico e genotdxica in vitro em concentracdes menor ou igual
a 0,0075 pM.

Palavras chaves: Cancer; Ditionato de cis-tetraamino(oxalato)ruténio(lll);

indice Mitético; Aberragdo Cromossémica; Ensaio Cometa.
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ABSTRACT

Chemotherapy agents are increasingly being utilized due to their promising
effects in cancer treatment. The desired actions of these drugs are obtained at
the cost of frequent and severe side effects. It is essential that drugs utilized for
cancer treatment are tested in relation to not only their cytotoxic, but also their
clastogenic and genotoxic potentials to establish their clinical risk. Thus, there is
increased interest in searching for new metallic compounds presenting
antitumor activity with therapeutic potential and reduced side effects, such as
those containing platinum (Pt), iron (Fe), titanium (Ti), rhodium (Rh), gold (Au)
and ruthenium (Ru). In this work, the cytotoxic, clastogenic and genotoxic
properties of cis-tetraamine(oxalato)ruthenium(lll) dithionite, cis-
[RU(C204)(NH3)4]2(S206), were evaluated in peripheral human blood
lymphocytes in vitro. Mitotic index (MI), chromosomal aberrations (CA) and
DNA damage were analyzed by comet assay. The MI values of human
peripheral blood lymphocyte cultures treated with 0.0075, 0.075, 0.75 and 7.5
MM cis-[Ru(C,04)(NH3)4]2(S206) were 6.1, 3.9, 3.2 and 0.2%, respectively. The
lowest concentration 0.0075 did not show cytotoxic activity compared to
negative control. The CA values obtained for the 0.0075, 0.075 and 0.75 pM
concentrations presenting low frequency (1.5, 1.6 and 2.3%, respectively) not
expressing clastogenic activity compared to negative control and only at the
highest concentration 7.5 pM, showed clastogenic activity, predominantly
chromatid breaks and gaps. The data obtained by the comet assay, using cis-
[Ru(C204)(NH3)4]2(S206), suggest that this compound does not show genotoxic
activity at concentrations lower than 0.0075 pM. The results of these studies
show that cis-[Ru(C,04)(NHs)4]2(S206) has no potential cytotoxic, clastogenic

and genotoxic in vitro at concentrations less than or equal to 0.0075 pM.

Keywords: Cancer; ditionato de cis-tetraamine(oxalate)ruthenium(lll) ditionate;

Mitotic index; Chromosome aberrations; Comet assay
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1.1. INTRODUCAO

1.1. Cancer

O cancer esta associado com alteragdes genéticas que se acumulam
progressivamente no material genético (DNA) de uma célula normal. Cada
nova alteracdo € acompanhada de uma onda de expansdo clonal e, ao final
desse processo, surge uma populacdo celular com grande potencial de
crescimento e invasdo, um tumor maligno. Assim sendo, o cancer pode ser
considerada uma doenca genética complexa que resulta de alteracdes
simultdneas em genes geralmente relacionados a proliferacéo, diferenciacao e
morte celular (GRIFFITH et al.,, 2001; PARMIGIANI & CAMARGO, 2004;
ALBERTS, et al., 2004).

As razbes que levam o0s genes que regulam o ciclo celular a perderem
suas funcbes sao complexas e multifatoriais. Estas alteragdes genéticas podem
ser hereditarias ou adquiridas, através dos chamados fatores ambientais, que
sdo classificados em quimicos, fisicos e bioldégicos. Como agentes quimicos
destacam-se o tabaco, a dieta inadequada (rica em gordura e proteina animal,
hipercaldrica, com excesso de carnes vermelhas, salgadas ou artificialmente
conservadas, pobre em produtos vegetais), o alcool e varios agentes
ocupacionais, como solventes organicos, anilina e pesticidas. Os agentes
fisicos principais sé@o a irradiacao solar e a de aparelhos de radiodiagnéstico e
de radioterapia. Os agentes biolégicos principais sao os virus das hepatites B e
C, que causam cancer de figado, o papilomavirus (HPV), principal responsavel
pelo cancer de colo uterino e o Helicobacter pylori (que pode causar tumores
no estdmago) (RIBEIRO & MARQUES, 2003).

Agentes fisicos e quimicos usados como citostatico tém demonstrado
capacidade de induzir dano cromossémico, tanto em experimentos in vitro,
como em estudos de monitoramento de pacientes tratados com este tipo de
terapia (MIGLIORE et al., 1991 a; GREEN et al., 1991).

Segundo o Instituto Nacional do Céncer, no Brasil (INCA), as estimativas
projetadas para o ano de 2009, apontam que ocorrerdo 466.730 casos novos

de cancer. Os tipos mais incidentes, a excecdo do cancer de pele, serdo os
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canceres de préstata e de pulmdo no sexo masculino e os canceres de mama

e colo do utero no sexo feminino (Tabela 1).

Tabela 1: Estimativas, projetadas para o ano de 2009, do nimero de casos novos por cancer,

em homens e mulheres, segundo localizacdo primaria.

Localizacdo Primaria Estimativa de casos novos

Neoplasia Maligna Masculino | Feminino Total
Préstata 49.530 - 49.530
Mama Feminina - 49.400 49.400
Traquéia, Brénquio e Pulméao 17.810 9.460 27.270
Célon e Reto 12.490 14.500 26.990
Estbmago 14.080 7.720 21.800
Colo do Utero - 18.680 18.680
Cavidade Oral 10.380 3.780 14.160
Esb6fago 7.900 2.650 10.550
Leucemias 5.220 4.320 9.540
Pele/Melanoma 2.950 2.970 5.920
Outras Localizacoes 55.610 62.270 117.880
Subtotal 175.970 175.750 351.720
Pele/ndo-Melanoma 55.890 59.120 115.010
Todas as Neoplasias 231.860 234.870 466.730

Fonte: MS/Instituto Nacional de Cancer — INCA

Cada tipo de céancer pode ter varias abordagens terapéuticas,
dependendo do seu estagio de desenvolvimento, bem como das condi¢Bes de
saude do paciente. Em alguns casos, a combinacdo de diferentes terapias,
aumenta as chances de cura e diminui a possibilidade de reincidéncia.

Existem quatro principais modalidades terapéuticas para o cancer:
cirurgia - A cirurgia € a mais antiga e mais definitiva quando o tumor é
localizado e nas condicbes anatbmicas mais favoraveis, sendo um meio
simples e seguro para remover tumores solidos quando o tumor é confinado a
um local anatdémico de origem. Entretanto, no caso de alguns tumores sélidos,
a maioria dos pacientes ja tem doenca metastatica na época da apresentacao
(SALMON & BERTINO, 1996);
radioterapia - A radiacdo pode ser curativa para alguns locais especificos,
enquanto preserva a estrutura e funcionamento de um 6rgao ou tecido. Na

maioria das situacdes, o tratamento radioterapico € bem tolerado pelos
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pacientes. Suas reacdes sdo dependentes da regido em que estd sendo
realizada, do volume tecidual incluido, da dose de fatores individuais de maior
ou menor sensibilidade a radioterapia (SALMON & BERTINO, 1996);

guimioterapia - A quimioterapia consiste no emprego de substancias
quimicas, isoladas ou em combinag¢do, com o objetivo de tratar as neoplasias
malignas. S&o drogas que atuam a nivel celular interferindo no seu processo de
crescimento e divisdo. A maioria dos agentes antineoplasicos nao possui
especificidade, ou seja, ndo destréi seletiva e exclusivamente as células
tumorais. Em geral, sdo toxicos aos tecidos de rapida proliferacao
caracterizados por uma alta atividade mitGtica e ciclos celulares curtos. As
drogas antineoplasicas agem especialmente em células que estdo em
processo de divisdo ativa; portanto, sdo mais eficazes quando utilizadas
precocemente (BONASSA, 1996).

Segundo INCA (2008), existe basicamente quatro formas de
guimioterapia:
curativa — tem como objetivo o controle completo do tumor, como por exemplo:
Doenca de Hodgkin, leucemias agudas, carcinomas de testiculos,
coriocarcinoma gestacional,
adjuvante — atua esterelizando células residuais locais ou circulantes,
diminuindo incidéncias de metastases a distancia, por exemplo: Céancer de
mama em estadio Il;

neoadjuvante ou prévia — atua reduzindo parcial do tumor, por exemplo:

Quimioterapia pré-operatéria aplicada em caso de sarcomas de partes moles e
0Sseos;
paliativa — tem o objetivo de promover qualidade de sobrevida. Exemplo:

Carcinoma.

Terapia Bioldgica - A terapia biolégica para cancer inclui além do transplante
de medula 6ssea, 0s novos usos de modificadores de resposta biolégica como
as linfocinas ou anticorpos monoclonais e agentes como acido retindico que
podem fazer com que as células tumorais sofram diferenciacdo e se tornem
inofensivas (BENNETT & PLUM, 1996).

16



1.2Drogas Antitumorais

As drogas antitumorais s&o utilizadas de forma crescente devido aos
promissores resultados apresentados no tratamento do cancer. As acdes
desejadas destas drogas sdo obtidas a custa de efeitos colaterais
frequentemente severos. Por isso, torna-se essencial que as drogas utilizadas
para o tratamento do cancer sejam testadas, ndo somente com relacdo ao seu
potencial citotoxico, mas também genotdxico, tentando estabelecer o risco
potencial do seu uso clinico (CUNHA & LEHMANN, 2003).

Os primeiros agentes antitumorais, por volta da década de 1940,
interagiam com o DNA e seus precursores, inibindo a sua sintese ou causando
lesBes irreparaveis no DNA celular, levando a morte da célula. Atualmente, a
busca de novos compostos, naturais ou sintéticos, com potencial antitumoral,
visa encontrar novas substancias capazes de atuar em regides especificas do
DNA como as bases nitrogenada, bem como explorar outros alvos celulares,
destacando-se as topoisomerases e as proteinas do fuso mitético (CUNHA &
LEHMANN, 2003).

Segundo Jemal et al.,, (2004) quatro grandes grupos de substancias
antineoplasicas destacam-se como drogas de escolha em diferentes protocolos

de tratamento:

inibidores das enzimas topoisomerases - enzimas atuam através da quebra
e religacéo sequencial de uma fita (topoisomerase 1) ou das duas fitas do DNA
(topoisomerase Il). Apesar de catalisarem reacdes essenciais para a célula,

elas sdo capazes de gerar grandes danos ao genoma de um organismo;

agentes alquilantes - compostos eletrofilicos que reagem com o0 DNA,
substituindo um atomo de hidrogénio por um grupo alquila em condigbes

fisioldgicas;
compostos antimitéticos — drogas capazes de interferir nos processos de

polimerizagdo e despolimerizagdo dos microtubulos, durante a divisdo celular,

bloqueando a progresséo das células em fase G2 e M do ciclo celular;
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antimetabdlitos — S&o antineoplasticos estruturalmente semelhante aos
compostos naturais encontrados em nosso organismo, como amino acidos,
precursores do DNA, vitaminas, etc.. Afetam o funcionamento -celular,
impedindo ou dificultado sua reproducao.

O tratamento do cancer com agentes alquilantes causa 0 aumento na
frequéncia de aberragées cromossOmicas. Com isso, 0s pacientes elevam as
chances de desenvolver uma segunda neoplasia, limitando o tratamento. Desta
forma, estudos de citotoxicidade e genotoxicidade tém sido realizados para a
caracterizacdo de novos agentes anticancer com uma maior seletividade e
menores efeitos colaterais (SANCHEZ-SUAREZ et al., 2008; MANJULA et al.,
2009).

1.3Quimioterapicos baseados em metais

Uma caracteristica dos metais que o0s torna importantes como
componentes (funcionais e estruturais) dos seres vivos é sua propensao de
perder elétrons formando ions com cargas positivas, que tendem a ser solUveis
em fluidos bioldgicos. E na forma catiénica que os metais desempenham suas
principais fungbes bioldgicas (CASTILLO-BLUM & BARBA-BEHRENS, 2000;
BENITE, MACHADO & BARREIRO, 2007.)

Enquanto os ions metalicos apresentam-se deficientes de elétrons,
biomoléculas tais como proteinas e DNA s&o ricas em elétrons. A atracdo entre
estas oposi¢cdes de cargas conduz a uma tendéncia geral de "ions metalicos
interagirem com moléculas biolégicas" (BENITE, MACHADO & BARREIRO,
2007).

Sendo assim, estudos recentes associaram as propriedades medicinais
de drogas metélicas com suas propriedades bioldgicas (ALLARDYCE &
DYSON, 2001). Dentre os complexos metalicos apenas os de platina tém
sido utilizados na clinica médica (HALL & HAMBLEY, 2002).

A introducéo, a partir de 1978, do complexo cis-diaminodicloroplatina (11),
de nome comercial “cisplatina”, na quimioterapia do cancer, representou um
marco na histéria da Quimica Inorgénica Medicinal, e constituiu um importante

avanco no tratamento de diversos tipos de tumores (WOZNIAK,
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CZECHOWSKA & BLASIAK, 2004) (Figura 1). A cisplatina segundo Wozniak,
Czechowska & Blasiak, (2004) é aplicada no tratamento de cancer de cabeca e
pescoco, testiculo e ovério, e células pequenas de pulmdo (CPP). Também é
efetiva frente a inducdo viral, inducdo quimica e animais com tumores
transplantados.

O sucesso da cisplatina como agente anticancer é devido ao seu perfil
de toxicidade aceitavel e atividade antitumoral aumentada (BRABEC &
NOVAKOVA, 2006).

Cl Cl

Pt/

RN
HsN NH

Figura 1 — Estrutura quimica da cisplatina (ALAMA et al., 2009).

Segundo Bugarcic et al., (2008), o tipo de aducto formado no DNA
por agentes anticancer, pode ser o responsavel pela inibicdo de células
tumorais. De fato, a atividade anticancer da cisplatina resulta de interacdes
com o DNA. A droga se liga a posicdao N7 das bases purinas formando
monoaductos. Os aductos de cisplatina-DNA podem inibir processos celulares
fundamentais, incluindo replicacdo, traducdo e reparo (WOZNIAK;
CZECHOWSKA & BLASIAK, 2004).

Desde entédo, desenvolveu-se uma intensa busca por novos complexos
metélicos que também apresentassem atividade antitumoral, com poténcia
terapéutica aumentada e efeitos colaterais reduzidos, o que levou a descoberta
de outros complexos de platina que atualmente séo utilizados em clinica
médica (FONTES, CESAR & BERALDO, 2005).

Por exemplo, compostos de rédio contendo ligantes carboxilatos séo
muito estudados, apresentando atividade antitumoral relevante. Compostos de
ouro, como a auranofina tém sido utilizados ha muito tempo para o tratamento
de artrite reumatdide, mas s&do também investigados quanto as suas
propriedades antitumorais (MCKEAGE, MAHARA & BERNERS-PRICE, 2002).

Varios compostos organoestanicos, como por exemplo, os de

polioxalquilcarboxilatos mostraram atividade antitumoral in vitro. Alguns
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compostos organoestanicos com tiossemicarbazonas sao ativos como agentes
citotoxicos em células de tumores mamario, renal e melanomas, em doses até
cem vezes inferiores aquelas de algumas drogas organicas usadas na clinica
(FARRELL, 2002).

Outros compostos inorganicos tém sido investigados quanto as suas
propriedades citotoxicas e antitumorais. Dentre eles podemos citar os de ouro,
ferro, cobre, rédio, ruténio, titanio (MENEZES, et al.,, 2007; SILVEIRA-
LACERDA et al., 2009 a).

O mecanismo de acdo desses compostos encontra-se em fase de
investigagédo (FARRELL, 2002).

1.4Complexos de ruténio e mecanismo de acao

Os complexos de ruténio sdo bastante promissores, apresentando
propriedades antimetastatica seletiva e baixa citotoxicidade quando
comparados com a cisplatina (KOSTOVA, 2006; ALAMA et al., 2009).

Complexos de ruténio contendo imidazol, como por exemplo, o trans-
[(Im)2CI4Ru], sé@o efetivos contra cancer de colon, e seu mecanismo de acéo
pode estar relacionado a reacdes redox envolvendo espécies de ruténio(lll) e
ruténio(ll), que podem provocar quebra das fitas de DNA (BERALDO &
GAMBINO, 2004).

Adicionalmente, complexos de Ruténio (lll) K3[Ru(sar)Cls-HO e
K[Ru(dmgly).Cl,]-3H,O apresentaram atividade seletiva antiproliferativa e
antimetastatica frente a adenocarcinomas (Hela), leucemia miel6ide humana
(K562), carcinoma humanos (MDA-MB-361 e MB-453), assim com atividade
imunocompetente em células mononucleares do sangue periférico(PBMC)
(DJINOVIC et al., 2009).

Os mais divulgados complexos de ruténio Ill sdo KP1019 e NAMI-A
(NAMI-A-[ImH][trans-RuCl4(dimethyl sulfoxide (DMSO))(Im)]) (SAVA et al.,
1998; SAVA, et al.,1999; ALAMA et al.,, 2009) (Figura 2). O NAMI-A tem
atividade seletiva frente a metastase de pulméo em ratos (SAVA, et al., 1998;
SAVA et al.,,1999) com toxicidade relativamente baixa em camundongos e
cachorros (BERGAMO et al., 2000; SAVA & COCCHIETTO, 2000). Além disso,
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Sava et al.,(1992) verificou a atividade antimetastatica do NAMI-A também em

melanomas e cancer mamarios.

Q::‘S// 3 - HN.\‘T,-" o
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NAMI-A KP1019

Figura 2- Estrutura quimica do KP1019 (acima a esquerda), e de RM175 (acima a direita)
(ALAMA et al., 2009).

A administracdo de KP1019, em oito pacientes com tumores sélidos,
estabilizou a doenca em 5 paciente em dez semanas (HARTINGER, et al.,
2006). Ja a infusdo de NAMI-A em vinte quatro pacientes com cancer de
pulmd@o demonstrou-se seguro e apenas um paciente teve a estabilizacdo da
doenca em vinte e uma semanas (RADEMAKER-LAKHAI et al., 2004).

Os dois complexos de ruténio, NAMI-A e KP1019, completaram a
primeira fase de triagem clinica estando programada a segunda fase de
triagem clinica (HARTINGER et al., 2006; JAKUPEC et al., 2005).

Segundo Allardyce & Dyson (2001), Clarke (2003) e Dougan et al.,
(2008) os complexos de ruténio apresentam 3 propriedades que fazem com

gue seus derivados sejam bem apropriados para aplicacées biologicas:

e troca de ligante — os complexos de ruténio Ru (Il) e Ru (Ill) apresentam
cinética de troca de ligante similar aos compostos de platina (Il), que é
importante para as drogas atingirem o alvo biolégico sem serem

modificadas;

e estados de oxidagcdo — o elemento ruténio € o Unico entre o grupo de
metais em que o estado de oxidac&o € acessivel em condi¢des fisiologicas
de hipoxia, baixo pH e altos niveis de glutationa, proprios de areas

tumorais.
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e mimetizacdo do ferro - a baixa toxicidade dos complexos de ruténio é
explicada pela habilidade que este elemento tem de imitar o ferro na
ligacdo a véarias biomoléculas, incluindo a transferrina e a albumina.
Considerando que as células tumorais apresentam um requerimento
nutricional elevado, favorecido pela angiogénese, isto promove um
aumento do fluxo sanguineo resultado numa maior captacao de nutrientes,
e consequentemente, em um aumento do numero de receptores para
transferrina. Sendo assim, em tecidos saudaveis, a concentracdo da droga
sera mais baixa e menos ofensiva (Figura 3).

Diversos estudos sobre complexos de ruténio corroboram a baixa
citotoxicidade associada a atividade antimetastatica. O composto Cloreto de
cis-tetraaminodiclororuténio(lll) ou cis-[RUuClI>(NHs)4]Cl (Figura 4) foi avaliado
em camundongos Balb/c, transplantados via subcutanea na virilha com
células Sarcoma-180 (S-180), comprovando que o composto reduz o volume
e peso tumoral e aumenta a sobrevida dos animais tratados, embora tenha
apresentado citotoxicidade em doses superiores as testadas quanto a
atividade antitumoral (MENEZES et al., 2007).

Segundo Silveira-Lacerda et al., (2009 a e b) o cis-[RuCl(NH3)4]Cl
apresentou atividade citostéatica significante, em estudos realizados em células
tumorais humanas (Jurkat, SK-BR-3), e de camundondos (A-20, S-180). Esse
complexo atuou como droga citostatica ao impedir a progresséao do ciclo celular
das células tumorais e induzir a apoptose. Observou-se também que a
atividade citostatica do composto de ruténio em células mononucleares do
sangue periférico humano (PBMC) foi menor quando comparada a atividade
citostatica em células tumorais. Foi necesséaria uma alta dose da droga, cerca

de 8000 uM para que houvesse acao citotoxica.
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Figura 3 - Mudanca do estado de oxidagdo do complexo de ruténio em um ambiente celular

tumoral. Fonte: ALLARDYCE e DYSON (2001), modificado.

Ribeiro et al., (2009) foi um dos primeiros trabalhos a avaliar o potencial

genotoxico de compostos de ruténio frente a células normais humanas.

Nenhum trabalho até entdo havia abordado o grau de seguranca em relacdo as

células normais do organismo. Ribeiro et al., (2009) também trabalhou com o

composto cis-[RuCl;(NH3)4]Cl e verificou que este composto ndo induziu

danos no DNA de linfocitos do sangue periférico humano.

B NH-
NH- . ‘ ~ NH;
Ru
RN
Cl ‘ Cl
NH-

Figura 4 — Estrutura quimica do Cloreto de cis-tetraaminodiclororuténio (l11)
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Segundo Barbosa (2007), o composto de ruténio, Ditionato de cis-
tetra(amino)oxalatoruténio(lll) Cis-[Ru(C204)(NH3)4]2(S20es), apresentou
atividade antitumoral in vivo frente ao Sarcoma 180 (tumor assistico)
adicionalmente Pereira et al.,, (2008) constataram a auséncia da atividade

citotoxica e genotoxica significativa em células meristematicas de Allium cepa.

1.5 Citotoxicidade e Genotoxicidade

Toxicidade é um evento in vivo, onde pode haver dano celular direto,
como uma droga antitumoral citotoxica, efeitos fisiolégicos como transporte
através de membrana do figado, neurotoxicidade no cérebro, efeitos
inflamatorios e outros efeitos sistémicos.Testes de citotoxicidade € um ensaio
in vitro, que sdo desenvolvidos para determinar os efeitos a nivel celular tendo
em vista que é dificil monitorar os efeitos sistémicos e fisiologicos (FLINT, 1998
apud SILVEIRA-LACERDA, 2003).

Os efeitos colaterais que mais se destacam sdo: toxicidade
hematoldgica, toxicidade gastrintestinal, cardioxicidade, hepatotoxicidade,
toxicidade pulmonar, disfungcdes reprodutivas, toxicidade vesical e renal,
toxicidade dermatoldgica, anafilaxia, neurotoxicidade, e alteracdes metabdlicas.
Em relacdo ao metabolismo, as alteracdes mais comuns sdo: hipomagnesemia
— decorrentes de tumores que secretam hormdnio antidiurético ou do uso da
cisplatina; hiponatremia — sindrome da excrecdo inapropriada de horménio
diurético, também desencadeado por tumores que produzem horménio
antidiurético; além de efeitos colaterais primarios de alguns medicamentos,
como vomitos persistentes e diurese (SAPOLNIK, 2003; SILVEIRA-LACERDA,
2003; MENEZES et al., 2007).

As aberracdes cromossomicas estdo relacionadas a doencas como
neoplasia, na qual se verifica uma correlacédo entre frequiéncia de aberracdes
cromossOmicas nos linfécitos e o desenvolvimento de cancer (NATARAJAN,
2002). A presenca de aberragcbes numéricas e estruturais em células
germinativas pode levar para a mortalidade perinatal ou malformacoes
congénitas nos sobreviventes (CHANDLEY,1981;
SANKARANARAYANAN,1982). Em células soméaticas eles fazem parte do
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processo de formacgéo do cancer. O papel das aberracdes cromossémicas nas
neoplasias tem sido estudado como potenciais oncogenes (proto-oncogenes) e
se ocorrer translocacfes nos sitios destes genes suas expressdes podem ser
trocadas como uma consequéncia de suas re-locacdes (MINDEN,1987). As
delecdes cromossOmicas e rearranjos ou perda total de cromossomos pode
levar a inativagdo de genes supressores de tumor, resultando em céncer
(PHILLIPS,1987).

Testes de aberra¢cdes cromossémicas in vitro utilizam células somaticas
de mamiferos, e 0 mais conhecidos sdo os linfécitos do sangue periférico
(MADLE & OBE,1980). A cultura de linfocitos do sangue periférico constitui um
Otimo sistema para se testar a capacidade de um agente (fisico ou quimico),
guanto a capacidade de causar danos no DNA e também ser utilizada no
monitoramento de individuos expostos (RABELLO-GAY et al.,, 1991). Uma
grande variedade de ensaios citogenéticos € usada com sucesso ho
monitoramento de populacbes expostas a agentes mutagénicos e as
aberracdes cromossémicas sdo de grande importancia, por avaliarem a
possibilidade da ocorréncia de cancer na populacdo (TAWAN &
WHITEHOUSE, 2001; AU et al., 2001).

Segundo Shaffer, Slovak & Campbell, (2009) as aberracdes dividem em:
aberracdes cromatidicas e aberracdes cromossdmicas.

As aberracdes cromatidicas envolvem somente uma cromatide , e pode

ser classificada em: falha cromatidica (lesdo cromatidica de uma Unica

crométide, € um desalinhamento minimo da cromatide) (Figura 5 A); quebra
cromatidica (é a descontinuidade de uma Unica croméatide, é um deslinhamento

apagado de uma das cromatides) (Figura 5 B) e troca cromatidica (é o

resultado de duas ou mais lesBes cromatidicas e o0 subsequente
rearranjamento do material cromatidico (Figura 5 C). Estas trocas podem ser
entre cromatides de diferentes cromossomos (intertrocas) ou entre a mesma
cromatide de um cromossomo (intratroca). No caso de intertrocas, geralmente
ja pode ser suficiente para indicar se a configuracdo € trirradial — (forma trés
bracos), quadrirradial (quando forma quatro bracos padrdo) ou complexas
(quando formam mais de quatro bragos padrdo). Quando necessario as trocas
podem ser classificadas em mais detalhes, como por exemplo, trocas

assimétricas (resulta na formacdo de fragmentos de tamanhos diferentes) e
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trocas simétricas (resulta na formacdo de fragmentos do mesmo tamanho)
(SHAFFER, SLOVAK & CAMPBELL, 2009).

[

o ~

Figura 5 — Modelos de aberragdes cromatidicas. A- falha cromatidica; B- quebra cromatidica e
C- troca cromatidica (figura trirradial) (TAWAN & WHITEHOUSE, 2001, com modificacdes).

As aberracdes cromossdmicas envolvem ambas cromatides , e podem

ser classificados como: falha cromossbémica (lesdo cromatidica de ambas

cromatide, € um desalinhamento minimo das cromatide) (Figura 6 A) ; quebra

cromossbémica (a descontinuidade de ambas croméatides, é um deslinhamento

apagado de ambas cromatides) (Figura 6 B) e troca cromossbémica (é o

resultado de duas ou mais lesbes cromossémicas e subseqguente recolocacao
de ambas cromatides de um Unico cromossomo em uma nova posi¢cao de um
mesmo ou de outro cromossomo) (Figura 6 C) (SHAFFER, SLOVAK &
CAMPBELL, 2009).

A B C

~
“ ~
2

Figura 6 — Modelos de aberragbes cromossdmicas. A- falha cromossémica; B- quebra
cromossémica e C- troca cromossOmica (figura quadrirradial) (TAWAN & WHITEHOUSE, 2001,

com modificagdes).
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Como dito anteriormente, o complexo de ruténio (lll) tem sido estudado
por possuir propriedades favoraveis contra o cancer, com um menor indice de
toxicidade comparado a outros antineoplasicos. Desta forma, o complexo de
ruténio (lll) possui um grande potencial de se tornar um novo antineoplasico,
havendo a necessidade da realizacdo de testes citotéxicos e genotoxicos,
como testes estabelecidos pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria) para liberacdo de novos farmacos (DIAS, 2002).

Existe também o FDA (Food and Drug Administration), que € um 0Orgao
governamental dos Estados Unidos da América que estabelece no titulo 21 do
"Code of Federal Regulations”, parte 820 - imperativa para todas as empresas
de manufatura de dispositivos médicos - que os produtos farmacéuticos e
dispositivos médicos assegurem a adequacdo aos sistemas de qualidade.
Sendo assim, é um regulamento, que tras muitos beneficios, dentre eles, a
validacdo de todos os estagios do ciclo de vida do medicamento — desde o
desenvolvimento até o lancamento- a conformidade dos produtos, a reducéo de
riscos atuando em acbes preventivas, como por exemplo, a realizacdo de
triagens de farmacos frente a atividade genotoxica, verificando a probabilidade
de danos estruturais no DNA. Qualquer novo medicamento, sob a sua
supervisdao, € minuciosamente testado e estudado antes de ter a sua

comercializacao aprovada (FDA, 2009).
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2.0. JUSTIFICATIVA

O uso de medicamentos antineoplasicos atuais requer o conhecimento
de sua citotoxicidade, clastogénicidade e genotoxicidade, a fim de obter
tratamentos com uma maior seletividade e menor efeito colateral.

Com o desenvolvimento da sintese de compostos de ruténio para a
utilizacdo em varias areas de pesquisa, o composto ditionato de cis-
tetraamino(oxalato)ruténio(lll) tem sido estudado pelo nosso grupo de pesquisa
e tem se destacado por apresentar um grande potencial de se tornar um novo
antineoplasico, havendo assim, a necessidade de estudar sua atividade
citotoxica, clastogénica e genotdxica em linfocitos do sangue periférico humano
em concentracdes diferentes. Estes testes fazem parte da primeira fase pré-
clinica dos estudos necessarios para a liberacdo de novos medicamentos no
mercado, exigidos pela ANVISA e FDA.

Espera-se com esta pesquisa a obtencdo de uma droga mais eficiente e
segura, sendo menos prejudicial ao ser humano e utii nos métodos de
guimioterapia. Assim sendo, buscamos neste estudo a realizacdo de testes que
possibilitem uma melhor visédo deste composto de ruténio que é o resultado de
um amplo estudo de modificacdes da molécula base de ruténio.
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3.0. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

v Invesitigar os efeitos citotdxicos, clastogénicos e genotéxicos do
composto Ditionato de cis-tetraamino(oxalato)ruténio (lll) cis-
[RU(C204)(NH3)4]2(S206) em cultura de linfocitos de sangue periférico

humano in vitro.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

v/ Avaliar a atividade citotéxica do composto ditionato de cis-
tetraamino(oxalato)ruténio (Ill) em linfécitos do sangue periférico por
meio da avaliacdo do indice mitotico;

v' Avaliar a atividade clastogénica do composto ditionato de cis-
tetraamino(oxalato)ruténio (lll) sobre cultura de linfécitos de sangue

periférico por meio do teste de aberracdo cromossémica;

v' Avaliar a atividade genotéxica (fragmentagdo na molécula de DNA)
do composto ditionato de cis-tetraamino(oxalato)ruténio (llI) sobre

cultura de linfocitos de sangue periférico por meio do teste cometa.
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4.0. METODOLOGIA

O presente estudo tem a aprovacéo do comité de Etica da Universidade
Federal de Goias/Hospital das Clinicas, protocolo n° 043/2007 (ANEXO 1).

O estudo apresentou trés eixos tematicos distintos: a parte experimental
(1), em que foi coletado o material biolégico, onde as culturas primarias foram
cultivadas para realizacdo dos ensaios de AC e cometa, (2) andlise das
laminas em microscopio 6ptico (ensaio de AC); microscopio de fluorescéncia
(Zeiss) com filtro de 515-560nm, filtro de barreira de 590nm e objetiva de 40x
(ensaio cometa) e andlise através do Software Comet Score 15, e a parte de
andlise estatistica e teorica (3).

4.1 Laboratério de Genética Molecular e Citogenética/lUFG (LGMC/UFG)

O trabalho foi realizado no LGMC o qual possui infra-estrutura adequada
e toda a aparelhagem necessaria para trabalhar com a parte celular da
pesquisa, tais como: camara de fluxo laminar, estufa para cultura primaria
(BOD), cubas eletroforéticas, freezers, geladeiras, dentre outros equipamentos.
Na Figura 5 é mostrado fluxograma abordando o local e as metodologias

seguidas neste trabalho.

4.2 Droga teste

O composto de ditionato de cis-tetra(amino)oxalatoruténio(lll) {cis-
[RU(C204)(NH3)4]2(S206)}  (Figura 6), foi sintetizado pelo Laboratorio
Supramolecular de Quimica do Instituto de Quimica da Universidade Federal
de Uberlandia, seguindo os procedimentos de (Pavanin, Giesbrecht and Tfouni,
1985) e encaminhados ao Laboratério de Genética Molecular e Citogenética
(LGMC) para estudos citogenéticos. O composto cis-[Ru(C204)(NH3)4]2(S206)
liofilizado foi pesado e dissolvido em meio RPMI incompleto. O tratamento foi
feito apos 24 horas de cultura nas concentracdes (0,0075; 0,075; 0,75 e 7,5
HMM) em todos os testes.
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Figura 7 - Fluxograma abordando o local e as metodologias utilizadas neste trabalho.
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Figura 8 - Estrutura quimica do Ditionato de cis-tetraamino(oxalato)ruténio(lll) {cis-
[Ru(C204)(NH3)4]2(S206)}-

4.3. Droga controle

Como controle positivo foi utilizado a droga Andriblastina (Cloridrato de
doxorrubicina 10mg da Pfizer®)(DXR), solugdo em po lidfilo, injetavel (10mg),
obtida comercialmente. A droga foi dissolvida em meio incompleto a uma
concentracéo final de 0,002 UM em todos 0s ensaios citogenéticos.

O cloridrato de doxorrubicina € um antibiotico antineoplasico, derivado
da antraciclina e usada no tratamento de tumores sélidos (CHABNER et al.,
1996), originalmente obtido do fungo Streptomyces peucetius var. caesius. A
intercalacdo ao DNA inibe a replicacdo nucleotidica e pode desencadear a
guebra do DNA pela topoisomerase-Il, originando disturbios sérios na estrutura
terciaria do DNA, levando a formacao de quebras duplas e simples da cadeia
do DNA e, consequentemente, & morte celular (HURLEY, 2002).

Figura 9 - Estrutura quimica do Cloridrato de doxorrubicina.

32



Devido ser um bom indutor de danos no DNA, a DXR é utilizada em
varios estudos como controle positivo nos ensaios citogenéticos (ANTUNES et
al., 2007). A formula estrutural da DXR € C,7H29NO1; € sua estrutura quimica é

mostrada na Figura 9.
4.4. Grupo amostral e coleta das amostras

Foram selecionados 6 doadores entre 20 e 30 anos, sem historico de
doencas recentes, ndo fumantes, que nao possuiam vicios, ndo eram
consumidores de alcool, que ndo estavam tomando medicamentos ou que
trabalhassem em laboratérios (BURIN et al.,, 2001). As amostras de sangue
periférico foram coletadas no total de 5 mL no laboratério, por pun¢cdo venosa

com seringas e tubos vacuntainer heparinizadas.

4.5, Cultura de Linfécitos

A cultura de linfocitos foi realizada com base na metodologia
desenvolvida por Moorhead et al. (1960), com modificacées. O meio de cultura
consistiu em meio RPMI 1640 (80%), soro fetal bovino (20%), fitohemaglutinina
(2%) e antibiéticos (0,0lmg.mL* de peniciina e 0,005mg.mL™* de
estreptomicina). Os frascos foram incubados por 24 horas em uma estufa, a
37°C e com 5% de CO; e 95% de umidade.

4.6. Tratamentos das Culturas de Linfdcitos
As amostras foram previamente incubadas na estufa por 24 horas e
tratadas com as diferentes concentracdes do cis-[Ru(C,04)(NH3)4]2(S206). A

DXR foi utilizada como controle positivo e para o controle negativo, foi utilizado
meio RPMI incompleto (Figura 10).
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0,075; 0,75; 7,5 uM)

Figura 10: Delineamento Experimental (RIBEIRO et al., 2009).

4.7. Preparo e andlise das laminas para aberracdo cromossdmica

Para obter um numero suficiente de metafases para analise, colchicina
foi adicionada 1h e 30m antes de completar 48 horas, em uma concentracdo de
0,0016%. Apoés este periodo as células foram centrifugadas e tratadas com
0,075 M de KCI a 37°C durante 20 minutos. As células foram centrifugadas e
fixadas em solucdo de &cido acético: metanol (1:3). As laminas foram
preparadas, secadas e colocadas em solucdo de Giemsa (pH 6,8) por 5
minutos (Figura 11) (MOORHEAD et al., 1960).

As laminas foram analisadas sob microscopia O6ptica (Olympus) e
objetiva de imersdo de 100x, visando o encontro de metafases de células
tratadas com o complexo de ruténio e seus respectivos controles positivo e
negativo. As frequéncias das aberragbes cromossdomicas (AC) foram
determinadas mediante a analise de 100 metafases por tratamento e o indice
mitotico (IM) determinado pelo numero de metafases em 5000 linfécitos
contados (TAKAHASHI, 2003).
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4.8. Ensaio Cometa

O teste do cometa é utilizado para deteccdo de lesées genbmicas que,
apos serem processadas podem resultar em mutagdo. Segundo Gontijo et al.,
(2001), uma vez que danos no DNA s&o freqlentes em células e tecidos
especificos, isto permite a deteccdo de danos e seu reparo em uma unica
célula.

O ensaio de cometa foi descrito por Singh et al., (1988) com
modificacbes. 24h ap06s o tratamento das culturas, estas foram
homogenizadas, misturadas em agarose low-melting (baixa fusédo) e
imediatamente colocadas em uma lamina previamente preparada com gel de
agarose a 1%. A lamina com as duas camadas de agarose foi colocada a 4°C
por 5 minutos. ApGs essa etapa, as laminas foram incubadas em uma solucéo
de lise (2,5M NaCl, 10mM Tris, 100mM EDTA, 1% Triton X-100 and 10%
DMSO, pH10,0) e colocada a 4°C por duas horas para remover proteinas e
membranas. Posteriormente, as laminas foram colocadas na eletroforese com
tampédo (300mM NaOH, 1mM EDTA, pH > 13,0). A corrida de eletroforese foi

por 20 minutos, a 0,9 V/cm, 300 mA e a 4°C. Todo o procedimento foi feito no
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escuro para prevenir danos no DNA. As laminas foram mergulhadas em

solucdo de neutralizagdo (0,4M Tris, pH 7,5), lavada com agua destilada e

secas a temperatura ambiente (Figura 12).
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Figura 12 - Esquema do Ensaio Cometa

As laminas foram preparadas em duplicatas e analisadas 100 células, 50

células em cada lamina. Foi usado o microscopio de fluorescéncia (Zeiss) com
filtro de 515-560nm, filtro de barreira de 590nm e objetiva de 40x.

Para interpretacao dos resultados, o “cometa” € dividido em duas partes:

‘cabeca” e “cauda”. Assim, células sem ou com pouco dano no DNA né&o

apresentam cauda, permanecendo similares aos nucledides, enquanto células

com mais danos apresentam caudas maiores (OLIVE, 1999). Sendo assim, 0s

cometas foram classificados em classes de acordo com o tamanho da cauda

(0, 1, 2, 3, 4), sendo classe 0 para normal e classe 4 para degradado através

do Software Comet Score (Figura 13).
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Class 1

Class 4

Figura 13- - Classificacdo de leitura para o ensaio cometa (Ribeiro, et al. 2009).

4.9. Andlises Estatisticas

Os valores significativos e o desvio padréo foram obtidos da anélise de
100 ndcleos por tratamento para cada concentragdo de cis-
[Ru(C204)(NH3)4]2(S206). A correlacéo dos testes foi realizada para determinar
efeitos das concentracbes do complexo de ruténio sobre o indice mitético e as
aberracBes cromossémicas. A analise de variancia e o teste de Tukey foram
usados para determinar diferencas significativas (p<0,05) entre grupos
expostos ao composto de ruténio, doxorrubicina (controle positivo), e somente
ao meio de cultura RPMI (controle negativo). A andlise estatistica foi realizada

e os graficos foram feitos usando Graph Pad Prism 4 software.
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Abstract

Chemotherapy agents are increasingly being utilized due to their promising effects in
cancer treatment. The desired actions of these drugs are obtained at the cost of frequent
and severe side effects. It is essential that drugs utilized for cancer treatment are tested
in relation to not only their cytotoxic, but also their clastogenic and genotoxic potentials
to establish their clinical risk. Thus, there is increased interest in searching for new
metallic compounds presenting antitumor activity with therapeutic potential and
reduced side effects, such as those containing platinum (Pt), iron (Fe), titanium (Ti),
rhodium (Rh), gold (Au) and ruthenium (Ru). In this work, the cytotoxic, clastogenic
and genotoxic properties of cis-tetraamine(oxalato)ruthenium(lll) dithionite, cis-
[Ru(C204)(NH3)4]2(S206), were evaluated in peripheral human blood lymphocytes in
vitro. Mitotic index (MI), chromosomal aberrations (CA) and DNA damage were
analyzed by comet assay. The MI values of human peripheral blood lymphocyte
cultures treated with 0.0075, 0.075, 0.75 and 7.5 pM cis-[Ru(C204)(NH3)4]2(S20¢) were
6.1%, 3.9%, 3.2% and 0.2%, respectively. Doxorubicin hydrochloride was used as the
positive control. The MI results suggest that the Ru compound does not have cytotoxic
activity when compared to the negative control. The CA values obtained for the 0.0075,
0.075 and 0.75 pM concentrations were defined as spontaneous, presenting low
frequency (1.5, 1.6 and 2.3%, respectively) and chromatic failure when compared to
the negative controls. Clastogenic activity was only observed for treatment with the
higher concentration (7.5 pM), where chromatic failure and breaks were predominant.
The comet assay suggests that cis-[Ru(C204)(NH3)4]2(S20¢) does not have genotoxic
activity, as high concentrations, even higher than in the positive control, did not cause
DNA damage. These results demonstrate that cis-[Ru(C,04)(NHz3)4]2(S206) does not
have cytotoxic and clastogenic activate but it presentes genotoxic potential in 0.75 and
7.5 UM concentrations in vitro.

Keywords: Cancer; cis-tetraamine(oxalate)ruthenium(lll) ditionate; Mitotic index;

Chromosome aberrations; Comet assay
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Introduction

One of the most relevant and promising therapeutic applications of metallic
compounds such as those containing Pt, Fe, Ti, Rh, Au and Ru is in cancer treatment
[1,2]. Since the introduction of cisplatin as a highly efficacious chemotherapeutic agent
in the treatment of several neoplasias, and the discovery of its limitations due to its side
effects [3-5] the understanding of pharmacological mechanisms of other metallic
compounds has become essential for development of more efficient and safe drugs that
also present antitumor activity [6].

The objective of therapy that utilizes metallic compounds as anti-cancer agents
is to destroy malignant cells while maintaining the integrity of the normal cells [7].
Ruthenium-containing complexes are very promising, because they present low
cytotoxicity when compared to cisplatin [8- 10]. The antitumor activity of ruthenium
complexes is due to a ligand kinetic change favored by the octahedral molecular form;
specifically, such activity is linked to the capacity to mimic iron in binding to biological
molecules and to the reduction of the oxidative state of ruthenium Il (Rulll) to
ruthenium 1l (Rull), which is favored in hypoxic environments with low pH and high
levels of glutathione. Such environments are characteristic of tumoral areas [11- 13].
The physiologic state in which cancer cells are found gives ruthenium the ability to
become activated and to effectively link to DNA [14].

The most published ruthenium 11l compounds that already are in clinical
screening are KP101 and NAMI-A [9, 15, 16]. In the administration of KP1019 to eight
patients with solid tumors, five patients showed stabilization of the disease within
approximately 10 weeks [17]. The infusion of NAMI-A in twenty-four lung cancer
patients was safe, but only one case showed stabilization of the disease after 21 weeks
[18].

Cancer treatment with alkylating agents results in an increased frequency of
chromosomal aberrations. This, in turn, elevates the chances of the patient developing a
second neoplasia [7]. For detection of clastogenic agents in peripheral human blood
lymphocytes, it is necessary that chromosomal aberrations are analyzed in detail [19].

Ruthenium complexes show antitumor properties with low toxicity. In normal
cells (mononuclear cells of the peripheral blood), a high concentration of cis-

(dichloro)tetraamineruthenium(l11) chloride complex (8000 puM) was necessary for
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cytotoxicity to occur [21]. According to Ribeiro et al., (2009), the cis-
(dichloro)tetraamineruthenium(l11) complex does not cause DNA damage in human
lymphocytes [20]. However, the cis-tetraamine(oxalato)ruthenium(lll) dithionite
complex cis-[Ru(C204)(NHs3)4]2(S206) presented antitumor activity in vivo when tested
with sarcoma 180 cells (a solid tumor line) [22]. Pereira et al. (2008) also evaluated the
cis-tetraamine(oxalato)ruthenium(lll) dithionite complex in Allium cepa cells, and
verified the absence of significant genotoxic activity [23].

Continuing the work cited above, the objective of the present study was to
investigate the  cytotoxic, clastogenic and genotoxic effects of cis-
[Ru(C204)(NH3)4]2(S20¢) in peripheral human blood lymphocytes in vitro using IM and
CA,; additionally, the comet assay was used to analyze DNA damage.

Materials and Methods

Cells and Medium

Human peripheral blood was collected using heparinized vials from six healthy
donors aged 20-30 years with no history of smoking, drinking, or chronic drug use.
Lymphocytes were isolated with plasma and cultured in RPMI-1640 medium (Gibco®,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 20% fetal calf serum (Gibco®),
penicillin (5 ug mL™), streptomycin (10 pg mL™), and 2% phytohemagglutinin serum
(Cultilab, Campinas, SP, Brazil).

The protocol (N. 043/2007) of these experiments was approved by the Ethics
Committee of the Universidade Federal de Goias, and prior to joining the study, all

blood donors signed an informed consent.

Chemicals
The cis-[Ru(C,04)(NHz3)4]2(S206) was synthesized at the Universidade Federal

de Uberlandia following a standard protocol [24]. The cytotoxic and mutagenic agent

doxorubicin (Oncodoxdoxorubicin chloridate 50 mg Meizler®) was used as the positive
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control for lymphocyte cultures at a concentration of 0.2 pg mL™, both dissolved in

complete medium prior to use.

Treatments and Biological Tests

Human PBL were grown in RPMI 1640 medium according to standard
procedures (Moorhead et al., 1960). A sample of 5 mL of venous blood was collected
from each donor into heparinized vial (5,000 IU mL™; Liquemine, Roche, S&o Paulo.
SP. Brazil), and the cells were incubated (37°C, 5% CO?) for 24h before drug treatment.
After that, the cells were treated with cis-[Ru(C204)(NH3)4]2(S206) at four
concentrations (0.0075, 0.075, 0.75 and 7.5 pM) and doxorubicin (0.002 pM) and

incubated for another 24 h. Untreated cells were used as control.

Cytogenetic Studies

In order to obtain a sufficient number of analyzable metaphases, colchicine was
added at a final concentration of 0.0016% 1 h prior to harvesting. Cells were harvested
by centrifugation (800 rpm), treated with 0.075 M KCI at 37°C for 20 min, centrifuged
(800 rpm) again, and fixed in 1:3 (v/v) acetic acid—methanol. Finally, slides were
prepared, air-dried, and stained with 3% Giemsa solution (pH 6.8) for 5 min [25]. Slides
were then analyzed with a light microscope, and structural (chromosome/chromatid
gaps and breaks) and numerical CA were examined in ruthenium complex-treated
cultures and respective control metaphases.

The frequencies of CA (in 100 metaphases per culture 6x100) and MI (number

of metaphases per 5.000 lymphoblasts per culture 6x5.000) were determined.

Comet Assay

An aliquot of 300 pL from each culture was taken after 48 h incubation for the
alkaline version of the comet assay [26]. The compound cis-[Ru(C204)(NHz3)4]2(S206)
was studied at four concentrations (0.0075, 0.075, 0.75 and 7.5 uM). Briefly, 300 uL of
the cell suspension was centrifuged for 5 min (500 rpm) in a refrigerated

microcentrifuge (Eppendorf).
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The resulting pellet was homogenized with 80 pL of a low melting point agarose
(0.5%), spread onto microscope slides pre-coated with a normal melting point agarose
(1.5%), and covered with a cover slip. After 5 min at 4°C, the cover slip was removed,
and the slides were immersed in cold lysis solution (2.4 M NaCl, 100 mM
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), 10 mM Tris, 10% DMSO, and 1% Triton-X,
pH 10) for 24 h.

Electrophoresis

After lysis, the slides were placed in an electrophoresis chamber and covered
with electrophoresis buffer (300 mM NaOH per 1 mM EDTA, pH>13) for a remaining
20 min to allow DNA unwinding. The electrophoresis proceeded for 20 min (25 V and
300 mA). Afterwards, the slides were submerged for 15 min in a neutralization buffer
(0.4 M Tris-HCI, pH 7.5), dried at room temperature, and fixed in 100% ethanol for 5

min. All the steps were conducted in the dark to prevent additional DNA damage.

Slide Scoring

Slide staining was performed immediately before analysis using ethidium
bromide (20pg mL™). Slides were prepared in duplicate, and 100 cells were screened
per sample (50 cells from each slide) in a fluorescent microscope (Zeiss, Germany)
equipped with an excitation filter of 515-560 nm and a barrier filter of 590 nm using a
x40 objective. The nucleus was classified according to the migration of the fragments
using the software CometScore 15 in: class 0 (no damage); class 1 (little damage with a
short tail length smaller than the diameter of the nucleus); class 2 (medium damage with
a tail length once or twice the diameter of the nucleus); class 3 (significant damage with
a tail length between two and a half to three times the diameter of the nucleus); class 4

(significant damage with a tail longer than three times the diameter of the nucleus) [27].

Statistical Analysis

The values of mean and standard deviation (SD) were obtained from the results
of 100 nuclei for each treatment concentration of cis-[Ru(C204)(NH3)4]2(S206).

Correlation tests were performed to determine effects of concentration of ruthenium
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complex on mitotic index and chromosome aberrations. One-way analysis of variance
and Tukey’s t test were used to determine significant difference (p<0.05) among groups
exposed to ruthenium complex, Doxorrubicin (positive control) and culture medium
(negative control). Statistical analyses were performed, and graphics were done using
GraphPad Prism 4 software (1992-2005 GraphPad Software).

Results

The effects of cis-tetraamine(oxalato)ruthenium(lll)  dithionite  cis-
[Ru(C204)(NH3)4]2(S20¢) in peripheral human blood lymphocytes were determined by
analyzing the mitotic index (M), total number of chromosomal aberrations (CA) and
comet assay.

The mitotic index of human lymphocytes treated with the control drug
(doxorubicin) was 2.9% and that of the negative control was 5.6%. Samples treated
with 0.75, 0.075 and 0.0075 pM ruthenium presented MIs of 3.2, 3.9 and 6.1%
respectively (Fig. 1). The 0.0075 uM concentration was not cytotoxic when compared
to the negative control. At the highest concentration of  cis-
tetraamine(oxalato)ruthenium(I1l) dithionite tested, 7.5 uM, there was a significant
reduction in the Ml (0.2 % ,*p<0.01; Fig. 1).

The results of the chromosomal aberration assay at four different concentrations
of cis-[Ru(C,04)(NH3)4]2(S206) (i.€., 0.0075, 0.75, 0.75 and 7.5 uM) and the respective
controls are shown in Table 1.

For assessment of chromosomal aberrations, one hundred cells were analyzed
per treatment. The samples treated with ruthenium complex at concentrations of 0.0075,
0.075 and 0.75 puM presented values close to the negative control value, with
frequencies of 1.5, 1.6 and 2.3, respectively did not demonstrate statistically significant
with negative contral (p>0,01). The 7.5 uM concentration demonstrated clastogenic
activity when compared to the negative control, predominantly by chromatic failure
(p<0,01); Fig. 2). In addition, chromosome rearrangement was observed at the same
concentration, arising from chromatid breaks that generated trirradial figures (Fig. 3).

The DNA damage index obtained through the comet assay is classified into (0,
1, 2, 3 a 4) classes; greater DNA damage receives a higher ranking (Fig. 4).

Table 2 shows the frequency of cells found in each class of the comet assay in

peripheral human blood lymphocytes treated with the four different concentrations of
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cis-[Ru(C,04)(NH3)4]2(S206) and their controls. Only a small quantity of cells with
DNA damage was found in the negative control. The positive control (doxorubicin)
presented the highest DNA damage index (Fig. 5).

The 0.0075 and 0.075 puM concentrations of cis-[Ru(C204)(NH3)4]2(S206) did
not demonstrate statistically significant DNA damage when compared to the negative
control. However, only the 0.75 and 7.5 M concentrations presented genotoxic activity
(*p<0.01; Fig. 5).

Discussion

Cytotoxicity and genotoxicity studies have been done for the development of
new antitumor agents with higher selectivity and without many of the side effects
experienced with conventional antitumor agents [28].

Cytogenetic methods are used in clinical screening to evaluate primary DNA
damage caused by chemical and physical agents. The most utilized methods include CA
and the comet assay [29-39].

Many types of cancer are associated with specific types of CA, and it is therefore
important that the different aberration types are classified. Karyotyping studies are still
the traditional methodology applied in human genetics to detect numeric and structural
chromosomal alterations.[40]. Peripheral human blood lymphocyte cultures constitute
an excellent method for testing the capacity of chemical agents to cause DNA damage
[41]. All methods utilized in the primary evaluation of DNA damage include the comet
assay, which has the potential to detect cytotoxic and genotoxic activity. [27, 42- 44]

According to Djinovic et al. (2009), although cisplatin has made a significant
contribution in the field of antitumor chemotherapy agents, complete success in
treatment has not been achieved, and the search continues for new metallic complexes
that are capable of bypassing the resistance problem, reducing side effects and selecting
only tumoral cells [10]. In particular, ruthenium complexes have exhibited a number of
interesting properties.

Because of the promising results from previous cis-
tetraamine(oxalato)ruthenium(I11) dithionite studies presented by Barbosa et al, 2007,
the necessity for research into possible cytotoxic, clastogenic and genotoxic effects of

this complex in peripheral human blood lymphocytes in vitro has emerged [22, 23].
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For evaluation of the effect of cis-tetraamine(oxalato)ruthenium(l1l) dithionite
on the mitotic index of human lymphocytes, we used four concentrations of the
complex, varying between 0.0075 to 7.5 puM, as well as a positive control, doxorubicin
at 0.002 uM. The MI for the 0.0075 puM concentration of ruthenium complex did not
demonstrate cytotoxicity towards human lymphocytes, but actually resulted in increased
proliferation. At the 0.075 and 0.75 uM concentrations, a reduction of MI was observed,;
however, there was no cytotoxic activity, but did not did not demonstrate statistically
significant with negative control (p>0,01). In contrast, the 7.5 UM concentration
resulted in a significant reduction of MI when compared to the negative control,
indicating cytotoxic activity. In previous studies utilizing another ruthenium complex,
cis-[RUCI>(NH3)4]Cl, inhibition of cellular division (MI=0%) was observed when
mononuclear cells of the peripheral blood where treated with complex concentrations
higher than 380 uM. [20] Such results could have been caused by the possible
interference of the complex with checkpoints of the cell cycle, probably between the S
and G2 phases, thus hindering cell division.

Recently, Silveira-Lacerda et al. (2009) demonstrated that the cis-
(dichloro)tetraamineruthenium(l11) chloride complex cis-[RuCI;(NH3)4]Cl presents a
selective cytotoxicity towards Jurkat human tumor cells (acute T cell leukemia), SK-
BR-3 (human breast adenocarcinoma) and A-20 murine cells (B cell lymphoma), and S-
180 (sarcoma 180) cells [21, 46]. The ICs, values (concentration required for 50 %
inhibition of cellular growth) were 13.53 uM, 13 UM and 63 uM, respectively, for the
human tumor cells. Flow cytometry analyses of A-20 cells demonstrated the capacity of
this complex to blocking the cell cycle during GO/G1. Jurkat tumor cells treated with the
same complex showed blockade of the cell cycle at G2/M. Additionally, the cytotoxic
activity of the ruthenium complex cis-(dichloro)tetraamineruthenium(lll) chloride in
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) was lesser than that in tumor cells,
presenting a high 1Csy of 8157 uM. This demonstrates the higher selectivity of this
ruthenium complex towards tumor cells versus normal and healthy cells. These results
corroborate the findings of the present study, as increased concentrations of the
dithionite ruthenium complex were necessary for cytotoxicity in peripheral human
blood lymphocytes.

Pereira (2010) and Silveira-Lacerda et al. (2009 a and b) demonstrated that the
cis-[Ru(C,04)(NH3)4]2(S206) and  cis-[RuCly(NH3)4]ClI  complexes, respectively,

exhibited high selectivity for tumoral cells such as Jurkat, A549 (alveolar lung
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carcinoma, S180 and K562 (chronic myeloid leukemia) with 1Cso of 18.6 uM, 19.1
UM, 24.5 pM and 29.2 pM, respectively. [21, 46, 47] In contrast to the verified
cytotoxicity in tumor cells, the present study demonstrated that much higher
concentrations than that of the positive control (doxorubicin) were necessary for
cytotoxic effects in normal cells. Cytotoxic properties of other ruthenium complexes
have been investigated in relation to tumor and normal cells; these complexes are
selective for tumor cells when compared to normal cells [10].

Published data by Pereira et al. (2009), in which meristematic cells of Allium
cepa roots were treated with cis-[Ru(C204)(NH3)4]2(S20¢), demonstrate that a high
concentration of the complex was necessary for significant reduction of Ml (380 uM),
and even at high concentrations, significantly increased CA was not observed [23].

The CA analysis of 100 metaphases after treatment demonstrate that 0.0075,
0.075, and 0.75 uM ruthenium dithionite did not induce CA, instead presenting values
similar to the negative control. The positive control group (doxorubicin) presented a
high frequency of CA (19%, Table 1), predominantly chromatin failures and breaks. It
is important to remember that doxorubicin is a DNA damage-inducing agent that has
been used as a positive control in cytogenetic assays. [45]. The success of doxorubicin
in cancer therapies comes from its ability to intercalate the DNA and inhibit
topoisomerase 11 [48].

In a cis-[RUCI>(NH3)4Cl study, Ribeiro et al. (2009) did not verify any
metaphase at the highest concentration of 380 UM, probably because the cell cycle was
blocked at interphase, thus interfering with the repair mechanism and blocking mitosis
[20]. In our results, the highest dose used for treatment was not possible to analyze total
600 metaphases were analyzed only 195 Metaphases. In a study with cis-
[RUCI>(NH3)4]Cl, increased CA frequency was not observed on comparison with a
commonly used chemotherapy agent, i.e., cisplatin [49].

In the present study, the CA assay did not reveal cytotoxic and clastogenic
effects in human lymphocytes that had been submitted to different concentrations of cis-
[Ru(C204)(NHs3)4]2(S206). These data agree with previous studies about the selectivity if
the ruthenium (I11) complex, in which cytotoxicity was demonstrated in tumor but not
normal cells [12].

The CA frequency in negative control human lymphocytes was 2.0% which is
within the level of healthy individuals (around 2%) [50]. The 0.0075 puM, 0.075 puM and
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0.75 pM concentrations of the complex also did not demonstrate clastogenic effects
when compared to the negative control.

However, there was an increase in the clastogenic activity of ruthenium
dithionite (I11) in the human lymphocytes when the 7.5 UM concentration was used,
predominantly manifesting as chromatic breaks and failures, and when this
concentration were observed and analyzed 195 metaphases, differing from the other
concentrations, which were observed in 600 metaphases per treatment (Table 1).

It is known that in normal cells, the quantity of membrane transferrin receptors
is smaller than in tumor cells. When the ruthenium complex is in an environment with
normal oxygen levels, pH and glutathione, the reduction of ruthenium (l11) to ruthenium
(1) is not probable; only ruthenium (I1) has the ability to bond to the DNA. Thus, it can
be suggested that high concentrations of the complex may lead to oxidative stress, in
turn, generating oxygen reactive species that can interact with the DNA and induce
molecular lesions [46, 51].

The present study also used the comet assay to evaluate DNA damage. This test
is a sensitive method for detection of simple breaks, double breaks and crosslinking of
DNA [42]. The comet assay provides the opportunity for correlation of levels of DNA
damage with administered therapeutic dosage, and for the modulation of dose to allow
reduced genotoxicity.[52, 53]. It has been suggested that the degree of DNA damage in
peripheral human blood lymphocytes can indicate the chemotherapy response [54, 55,
56, 57].

In this study, low concentrations (0.0075 and 0.075 pM) of cis-
[Ru(C204)(NH3)4]2(S206) complex did not demonstrate any statistically significant
DNA damage when compared to the negative control. However, the 0.75 and 7.5 uM
concentrations, which are 370 and 3700 times higher that of than the positive control,
presented genotoxic activity (Figure 2). At the 0.75 uM concentration, DNA damage
was detected in the comet assay but not in the CA assay. This might be because the
comet assay is more sensitive [7].

Therefore, the cis-[Ru(C204)(NH3)4]2(S20¢) complex be used at concentrations
lower than 0.0075 mM for appears to be a safe drug for healthy cells, with tolerable
cytotoxicity, clastogenicity and genotoxicity, and DNA damage occurring only at high

concentrations.
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Table 1. Cytogenetic Analysis of peripheral human blood lymphocytes treated with
different concentrations of cis-Tetraammine(oxalato)Ruthenium(l11) Dithionate.

Concentration MI(%) Ctg Ctb Chg Chb Total F(%)
Controle Negativo 5.6 6 4 2 0 12 2.0£0.30
Ru 0.0075 pM 6.1 8 0 1 0 9 1.5+0.32
Ru 0.075 pM 3.9 5 4 1 0 10 1.6+0.26
Ru 0.75 pM 3.2 4 10 0 0 14 2.3+0.43
**Ru 7.5 uM *0.2 37 179 24 18 *258  43+0.92

DXR (0.002 HM)
29 353 176 149 16 694 115+17.20

For each treatment 100 cells were analyzed; for mitotic index, 5,000 cells were
analyzed. Ctg=chromatid gaps, Ctb = chromatid breaks, Chb = chromosome breaks,
DXR = doxorubicin . * Indicates significant difference in comparison to negative
control group (p<0.01). Data are mean + S.D. ** Frequency estimate a total of 195
metaphases, different from the other concentrations, which were calculated on a total of

600 metaphases per treatment.
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Table 2 - Frequency of Cell Nuclei Found in each Class of the Comet Assay Using
Human Peripheral Blood Lymphocytes with no Treatment (Negative Control), Treated
with Four Different Concentrations of {cis-[Ru(C,04)(NH3)4]2(S206)} and (Positive
Control)Treated with Doxorubicin (DXR)

Frequency of cell nuclei (%0)

Class of comet assay

Treatment

0 1 2 3 4
Control 78 09 10 03 00
Ru (0.0075 uM) 70 24 05 01 00
Ru (0.075 pM) 38 33 21 08 00
Ru (0.75 pM) 11 10 32 46 01
Ru (7.5 uM) 09 12 30 25 24
Doxorrubicin(0.002 uM) 26 24 25 22 03

Nuclei classification according to the migration of the fragments using the software
CometScore 15: class 0(no damage); class 1 (little damage, tail length smaller than the
diameter of the nucleus); class 2 (medium damage, tail length once or twice the
diameter of the nucleus); class 3 (significant damage, tail length between two and a half
to three times the diameter of the nucleus); class 4 (significant damage, tail length
longer than three times the diameter of the nucleus).
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Mitotic Index (%)
"

Concentration (LM)

Fig. 1 - Mitotic index of peripheral human blood lymphocytes exposed to different
concentrations of cis-tetraammine(oxalato)ruthenium(lll) dithionate. C-: negative
control; * Indicates significant difference in comparison to negative control group
(p<0.01).
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Fig.2. Chromosome aberrations observed on Metaphase of peripheral human blood lymphocytes. A. Control - Normal metaphase; B. Cells
treated with doxorrubicin (Chromatidic break); C. Cells treated with cis-tetraammine(oxalato)ruthenium(lll) dithionate ant concentration of 7.5
MM (1 - Chromatidic gap; 2 - Chromatidic break).
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Fig. 3. Chromosome aberrations observed on Metaphase of peripheral human blood
lymphocytes treated with cis-[Ru(C,04)(NH3)4]2(S20¢) at concentration of 7.5 pM

(Chromatidic exchange — triradiate asymmetric figure).
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Class 0 Class 1 Class 2

Fig. 4 - Representative comet assay images using human peripheral blood lymphocytes with
no treatment (negative control), treated with four different concentrations of cis-
tetraamine(oxalate)ruthenium(ll1) dithionate. Class 0 control cell with no DNA damage and
no tail (intact nuclei); Class 1 comet cell with a short tail length smaller than the diameter of
the head; Class 2 comet cell with a tail longer than the diameter of the head and a low level of
DNA damage; Class 3 comet cell with a tail longer than the diameter of the head and a high
level of DNA damage; Class 4 comet cell with a tail longer than the diameter of the head,

high level of DNA damage.
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DNA Damage Index

50+

Concentration (KM)

Fig. 5 Relationship between head and tail length of human peripheral blood lymphocytes

nuclei according to the following treatments: C- Culture medium (negative control); DXR-

Doxorrubicin (positive control); * Indicates significant difference in comparison to negative

control group (p<0.01).
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6.0 CONCLUSOES

O estudo avaliou os cromossomos humanos em metafase e possiveis

fragmentacdo de DNA, deteccdo de aberracdes espontaneas e/ou induzidas pelo

uso do complexo de ruténio cis-[Ru(C,04)(NHs)4]2(S206) € concluiu que:

v

Os indices mitéticos encontrados nas células tratadas com cis-
[Ru(C204)(NH3)4]2(S206) nas concentragdes 0,0075; 0,075; 0,75 e 7,5 uM
apresentaram 0s respectivos percentuais, 6,1; 3,9; 3,2; e 0,2%, indicando

gue, quanto maior o IM, maior a proliferacéo celular;

Através da andlise de frequéncia de aberrac6es cromossémicas em cultura
de linfécitos periféricos humano do complexo cis-[Ru(C204)(NHz)4]2(S206), as
AC derivadas das concentracdes 0,0075; 0,075; 0,75 uM , apresentaram
frequéncia de 1,5; 1,6 e 2,3%, respectivamente, ndo manifestando atividade
clastogénica comparadas ao controle negativo, e somente na maior
concentracdo 7,5 pM, demonstrou atividade clastogénica, predominando
quebras e falhas cromatidicas.

Resultados obtidos através do ensaio cometa usando cis-

[Ru(C204)(NH3)4]2(S206) sugere que este composto ndo apresenta atividade
genotdxica em concentracdes menores que 0,0075 puM.

63



7.0 CONSIDERACOES FINAIS

Conforme apresentamos no decorrer deste trabalho, a descoberta das
propriedades antitumorais da cisplatina e o uso clinico de complexos de platina no
tratamento do cancer constituiram um dos maiores sucessos da Quimica Inorganica.
O interesse gerado por esses complexos levou ao desenvolvimento de varias linhas
de pesquisa, que possibilitaram o entendimento do seu mecanismo de acéao e de
seu comportamento dentro do organismo. Contudo, 0s agentes quimioterapicos
atualmente disponiveis, manifestam toxicidade significativa sobre os tecidos
normais, 0 que acarreta maior complicacdo do seu uso clinico, levando a profundas
reflexdes sobre os critérios que se deve considerar acerca dos riscos versus
beneficios da quimioterapia.

Sendo assim, no presente estudo utilizamos metodologias que permitiram
avaliar os efeitos citotoxicos, clastogénicos e genotéxicos do compostos ditionado de
cis-tetramino(oxalato)Ruténio (lll). Estes testes fazem parte da primeira fase dos
estudos necessarios para a liberacdo de novos medicamentos no mercado, exigidos
pela ANVISA e FDA.

Os resultados dos ensaios de AC e Cometa permitiram avaliar a atividade
citotdxica, clastogénica e genotoxica que o composto de ruténio (Ill) possa
apresentar frente a cultura de linfocitos do sangue periférico humano.

Os resultados indicaram que o composto de ruténio(lll) inibiu a proliferacao
celular em linfécitos humanos do sangue periférico de acordo com a concentracao
utilizada, sem contudo provocar alteracdes clastogénicas significativas, bem como
genotoxicas, demonstrando que o0 composto ndo possui atividade citotoxica,
clastogénica e genotoxicas frente a células normais, em concentracdes menores que
0,0075 pM.

Enfim, o complexo ditionado de cis-tetramino(oxalato)Ruténio(lll) {cis-
[Ru(C204)(NH3)4]2(S206)} encontra-se em plena fase de investigagéo, e, baseando
nos resultados obtidos até o momento, espera-se que futuramente possa vir a ser
utilizado para o tratamento do cancer, tendo em vista sua seletividade a células

tumorais e seguro frente as células sadias.
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Pesquisador Participante: Elisingela de Paula Silveira Lacerda- ICB

Local de realizagdo: ICB 1
Area Tematica: 11

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias, ap6s analise
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encerramento, conclusao (des) e publicagdo (des).
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“Avaliacado da Atividade Citotoxica, Clastogénica e Genotoxica do Complexo
ditionato de cis-tetraamino(oxalato)ruténio(lll) em Linfocitos do Sangue

Periférico Humano”.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pessoas para Contato: Profa. Dra. Elisangela de Paula Silveira Lacerda — (62) 9293-3121
Manuela da Rocha Matos Rezende — (62) 9113-7397
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Proposito do Estudo: Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, em uma
pesquisa. O projeto de pesquisa tem o nome de “Avaliagdo da atividade citotoxica e
genotoxica do composto Ditionato de cis-tetraamino(oxalato)ruténio(lll) em Linfocitos do
Sangue Periférico Humano ”, cuja finalidade é determinar a existéncia ou nao de aberracoes
cromossémicas, ou seja, alguma alteracdo na estrutura do cromossomo (verificar se existe
uma alteracdo nas células de seu sangue), estudada por nosso grupo, devido ao uso dos novos

compostos de ruténio no tratamento do cancer.
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Procedimentos: Vocé respondera um questionério informando alguns dados pessoais como
nome completo, endereco, idade, sexo, se fuma ou bebe, se trabalha em algum laboratério ou
afins, se esta tomando algum tipo de medicamento nas Ultimas 48h. Para a realizacdo dessa
pesquisa sera necessario, ainda, colher uma pequena quantidade do seu sangue (5 mL)
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Federal de Goias, para realizacdo dos da pesquisa.

Riscos ou Desconfortos: Estes procedimentos ndo lhe acarretardo nenhum risco, prejuizo ou
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qualificados. Durante a coleta de sangue, vocé recebera a picada de uma agulha como aquela
que ¢é feita para qualquer paciente que deseja fazer um exame de sangue. Geralmente, esse
procedimento ndo trds complicacBes para as pessoas, além do desconforto que ocorre no

momento em que se pega a veia.

Beneficios: Sua participacdo nesse estudo sera de grande contribuicdo para a realizacdo da
pesquisa, sabendo estaremos participando da descoberta de um novo remédio contra o cancer.

Custos: Vocé ndo pagard nada para participar desse estudo e também ndo receberd

pagamentos pela sua participacao.

Confidencialidade: Todas as informacGes prestadas durante a entrevista serdo de carater
confidencial e as informacdes colhidas serdo utilizadas somente para fins cientificos nesta

pesquisa, sem qualquer identificacdo pessoal.

Participagdo voluntario-retirada do estudo: A participacdo nessa pesquisa é de livre e
espontanea vontade do paciente. Vocé estad sendo convidado. Caso aceite, e, ndo desejando
mais continuar, podera, a qualquer momento, sair do estudo, ndo importa se ja respondeu o

questionario e colheu sangue para a pesquisa.

Esclarecimento quanto ao uso de material bioldgico: declaro o compromisso de utilizar tal
material bioldgico (sangue humano) exclusivamente para 0 projeto de pesquisa proposto e

apresentar informacdo quanto ao armazenamento de material bioldgico para futuros estudos.
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Se possivel vocé sera chamado para dar sua autorizacdo para o(s) novo(s) projeto(s). Caso
isso seja impossivel, seu material bioldgico somente serd utilizado mediante aprovacéo do

novo(s) projeto(s) pelo CEP e ou pela CONEP.

Apos ser esclarecido (a) sobre as informacdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte
do estudo, assine ao final deste documento que esta em duas vias. Uma delas é a sua e a outra
do pesquisador responsavel. Em caso de ddvida sobre a pesquisa, vocé podera entrar em
contato com o0s pesquisadores responsaveis acima citados. Se utilizar material biologico,

declarar o compromisso do pesquisador de utilizar tal material o(s) novo(s) projeto(s).

DECLARAGCAO DE CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO

Eu, , RG CPF n°

abaixo assinado, declaro ter lido o termo que me foi

apresentado sobre o projeto de pesquisa “Avaliacdo da Atividade Citotoxica,
Clastogénica e Genotoxica do Complexo ditionato de cis-tetraamino(oxalato)ruténio(lll)
em Linfocitos do Sangue Periférico Humano”. Com as explicacdes que me foram dadas,
entendi as informacdes contidas nesse documento, cuja copia fica em meu poder, e
declaro que estou de acordo em participar do estudo que me foi apresentado,
respondendo as perguntas do questionario que me forem apresentadas e permitindo a
retirada de sangue conforme explicado.

Goiania, de de 200__.

Pesquisado

Pesquisador (a) Responsavel
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Nome: Assinatura;

Nome: Assinatura:
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Profa. Dra. Elisdngela de Paula Silveira Lacerda.
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Bidloga — Mestranda em Biologia — Universidade Federal de Goias
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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