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Resumo

Araujo, Thiago de Oliveira; Aucélio, Ricardo Queiroz; Fernandes Janaina.
Determinacio de Biomoléculas Derivadas de Compostos Oncoliticos
a Base de Platina em Diferentes Linhagens Celulares. Rio de Janeiro,
2014. 147p. Tese de Doutorado — Departamento de Quimica, Pontificia
Universidade Catodlica do Rio de Janeiro.

A utilizacdo de drogas a base de platina é o tratamento de primeira linha
para diversos tipos de cancer. Pacientes tratados com estas drogas apresentam
resultados melhores que os obtidos com outros regimes de quimioterapia para os
mesmos tipos de malignidades. As principais limitagdes para a utilizacdo destes
compostos sdo os efeitos colaterais severos e a resisténcia dos tumores ao
tratamento. A cisplatina foi a primeira droga dessa categoria a ser empregada.
Desde o final dos anos 70 até hoje, esta droga vem sendo amplamente utilizada e
com sucesso substancial. Acredita-se que o principal mecanismo de acdo desta
classe de medicamentos seja a ligacdo de dois sitios ativos da platina com o DNA
das cé¢lulas tumorais, impedindo sua multiplicacdo e finalmente induzindo a
apoptose, o que provoca a reducdo, e em alguns casos a eliminacdo, dos tumores.
Entretanto, devido a complexidade dos mecanismos envolvidos, uma descri¢ao
clara da atuacdo intracelular destas drogas ainda ndo foi estabelecida. A
combinagdo de técnicas de separagdo como eletroforese ou cromatografia liquida
de alta performance com técnicas de espectrometria atomica tem se apresentado
como uma poderosa alternativa para investigacdo de fendmenos bioldgicos que
envolvem, de alguma maneira, espécies metalicas. A hifenagdo destas técnicas
permite a separacdo e detec¢do em linha de biomoléculas contendo metais,
possibilitando a obtencao de informagdes Unicas sobre os processos biologicos. O
presente trabalho apresenta o desenvolvimento de métodos analiticos utilizando
eletroforese em gel de agarose (GE), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) e espectrometria de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)
para a determinacao de biomoléculas contendo platina em materiais biologicos. O

principal objetivo do trabalho é fornecer ferramentas analiticas para o estudo dos
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mecanismos de acdo de drogas a base de platina em humanos. Foram utilizados
diversos materiais bioldgicos, como sangue, urina e culturas de células. A
cromatografia liquida em fase reversa foi usada na determina¢do das drogas
intactas e de seus produtos de hidrélise; a cromatografia de exclusdo por tamanho
foi empregada para a avaliacdo de proteinas presentes nas amostras enquanto a
cromatografia de par idnico para separacao de fragmentos de DNA. A deteccdo de
platina nos eluatos por ICP-MS permitiu a obten¢do de cromatogramas limpos
apresentando claramente as moléculas contendo platina. A evidéncia da
aplicabilidade dos métodos desenvolvidos foi avaliada com a prospec¢do de
biomarcadores de eficiéncia do tratamento com cisplatina. Diversas linhagens
celulares foram expostas a diferentes tratamentos com cisplatina e tiveram seus
comportamentos avaliados. A determinagdo de adutos de DNA contendo platina
apresentou-se como uma interessante perspectiva para a obtencdo de um

biomarcador de resisténcia ao tratamento com cisplatina.

Palavras-chave

Cisplatina; oxaliplatina; carboplatina; HPLC-ICP-MS; K562; aduto de
DNA; biomarcador.
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Abstract

Araujo, Thiago de Oliveira; Aucélio, Ricardo Queiroz (Advisor);
Fernandes Janaina (Co-advisor). Determination of Biomolecules Derived
from Platinum-Based Oncolitic Compounds in Different Cell Lines. Rio
de Janeiro, 2014. 147p. Doctoral Degree Theses — Departamento de
Quimica, Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro.

The use of platinum-based drugs is the first line treatment for many
cancers. Patients treated with these drugs present better outcome when compared
with other chemotherapy regimens for the same types of malignancies. The major
limitations to the use of these drugs are the severe side effects and resistance
tumors present to the treatment. Cisplatin was the first platinum-based drug to be
approved for human use. Since the late 1970’s until today, this drug has been
widely used with great success. It is believed that the major mechanism of action
of these drugs is the binding of two active sites of platinum complexes with the
DNA of the tumor cells, preventing their multiplication and finally inducing
apoptosis, that leads to a reduction, and in some cases eliminating, tumors.
However, due to the complexity of the mechanisms involved, a clear description
of the intracellular action of these drugs has not been established. The
combination of separation techniques such as electrophoresis or high performance
liquid chromatography with atomic spectrometric techniques has emerged as a
powerful alternative for investigation metal-related biological phenomena. The so
called hyphenation of these techniques allows the separation and detection of
biomolecules containing metals, making possible to obtain unique information
about biological processes. This work presents the development of analytical
methodologies using agarose gel electrophoresis (GE), high performance liquid
chromatography (HPLC) and inductively coupled plasma with mass spectrometry
(ICP-MS) for the determination of platinum-containing biomolecules in biological
materials. The main objective of this work is to provide analytical tools for the
study of the mechanisms of action of platinum-based drugs in humans. Various

biological materials such as blood, urine and cell cultures were used. Reverse


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812623/CB

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812623/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812623/CA

phase liquid chromatography was used for the determination of intact drugs and
its hydrolysis products; size exclusion chromatography was used to assess the
protein profile in samples while the ion-pair chromatography for separation of
DNA fragments. The detection of platinum in the eluates by ICP-MS allowed the
obtention of clean chromatograms clearly presenting the platinum-containing
molecules. The evidence of the applicability of the developed methods was
assessed with the search for biomarkers of efficacy of treatment with cisplatin.
Several cell lines were exposed to different treatments of cisplatin and their
behavior were evaluated. The determination of DNA adducts containing platinum
presented an interesting approach for obtaining a marker of resistance to cisplatin

treatment.

Keywords

Cisplatin; oxaliplatin; carboplatina, HPLC-ICP-MS; DNA adduct;

biomarker.
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1. Introducao

1.1 Contextualizagao

O presente trabalho aborda o desenvolvimento de métodos analiticos como
ferramenta para o entendimento da bioquimica envolvida no tratamento de
canceres com drogas a base de platina. Este tipo de farmaco vem sendo utilizado
desde a década de 1970 e, devido a complexidade e espectro de sua atuagdo, os
processos bioquimicos responsaveis pela efetividade das drogas e também pela
resisténcia de certos tumores ao tratamento ainda nao foram completamente
esclarecidos. Pontos que ainda devem ser respondidos sdo o entendimento dos
processos bioquimicos de a¢do das drogas e o estabelecimento de indicadores de
eficacia do tratamento com drogas a base de platina (biomarcadores). Tal
conhecimento pode reduzir drasticamente a exposi¢ao de pacientes aos severos
efeitos colaterais trazidos por esta classe de medicamentos.

Em parte, o ndo entendimento dos processos celulares deve-se a falta de
abordagens analiticas que permitam desvendar os processos que envolvem estes
farmacos dentro do organismo. Nesta lacuna, a quimica analitica pode prestar
grande servigo a biologia e a medicina, desenvolvendo estratégias para se extrair
informagdo relevante e que repercutam na avaliagdo da efetividade dos
medicamentos ¢ no ajuste dos tratamentos realizados com estes. Os quimicos
analiticos contribuem com uma compreensdao aprofundada das ferramentas
disponiveis e com uma percep¢do apurada da qualidade dos resultados das
determinagdes quimicas. Em trabalhos como este, a parceria com bidlogos e
médicos, que trazem uma percepcdo dos processos moleculares, celulares e
sistémicos em organismos vivos, deveria mostrar grande sinergia para conduzir a
achados que ndo seriam possiveis de obter isoladamente.

Neste trabalho foram desenvolvidas abordagens analiticas que objetivaram
esclarecer etapas do metabolismo de drogas a base de platina. A hifenacdo da

cromatografia liquida e a espectrometria de massas foram obtidas, assim como
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abordagens analiticas que permitiram acessar informagdes biologicas até entdo
mascaradas por tratamentos de amostras inadequados.

O presente trabalho foi construido com o acumulo de conhecimentos nas
areas da quimica analitica e da biologia e exigiu o desenvolvimento de aptiddes no
tratamento de amostras bioldgicas, cultura e manutencdo de populagdes de células
e uso de técnicas caracteristicas das analises biologicas. No processo foi
desenvolvido um protocolo para detectar um possivel indicador do progndstico do
tratamento de células tumorais com drogas a base de platina. A rotina analitica
consistiu em extrair o DNA das células selecionadas, separar os fragmentos de
DNA de interesse para posterior andlise, que possibilitou uma primeira
investigacdo de fragmentos de DNA contendo Pt de células de leucemia tratadas
com cisplatina. Vale salientar que os métodos atualmente disponiveis na literatura
para determinacdo de DNA ligado a Pt sdo precedidos por uma digestdo com
DNAse, que fragmenta o DNA em pares de bases. Esta pratica remove a
informacgdo biologica que indica a origem do fragmento de DNA, isto ¢, o
tamanho da molécula que contém platina. Com a abordagem proposta aqui ndo se
perde tal informacgao, permitindo inferir algo sobre a origem dos fragmentos de
DNA contendo platina, consequentemente sobre o processo biologico envolvido
na produgdo deste fragmento. Uma vez identificados, estes fragmentos tém
potencial para serem utilizados como biomarcadores para resisténcia ao

tratamento.

1.2 Objetivos

1.2.1 Geral

Desenvolver método baseado na técnica HPLC (HPLC-ICP-MS) de forma a
contribuir para a compreensdo do mecanismo oncolitico dos compostos de Pt
utilizados no tratamento de cancer pela identificagdo e quantificacdo de Pt em
modelos celulares buscando informagao sobre a fragdo de droga ndo modificada e

biomoléculas derivadas destes compostos;
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Especificos

Desenvolver método analitico sensivel e seletivo para a
determinag¢do de Pt por ICP-MS em fluidos bioldgicos e modelos
celulares, apos tratamento com compostos antineoplasicos a base de
platina;

Estudar o metabolismo de drogas a base de Pt em modelos celulares.
Desenvolver métodos analiticos sensiveis e seletivos para
identificacdo de espécies de Pt em fluidos biolodgicos e modelos
celulares, apos tratamento com compostos antineoplasicos a base de
platina;

Identificar e otimizar os pardmetros analiticos relativos a
determinagdo instrumental das amostras tratadas por HPLC-UV e
HPLC-ICP-MS;

Desenvolver uma sistemdtica para identificagdo de biomarcadores
para determinacao da resisténcia / eficdcia do tratamento com drogas

a base de platina.
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2. Fundamentacao teérica

2.1 Algumas caracteristicas do cancer humano

O que ¢ comumente chamado de cdncer humano compreende, na realidade,
mais de 200 doengas diferentes que, em conjunto, ¢ responsavel por,
aproximadamente, um quarto das mortes nos Estados Unidos (Siegel, Rebecca,
Naishadham, Deepa e Jemal, Ahmedin, 2013). Um em cada trés ingleses
desenvolvera algum tipo de cancer em seu periodo de vida (Sasieni et al., 2011) e
na Alemanha, com seus 82 milhoes de habitantes, mais de 400 mil novos casos
sdo diagnosticados todos os anos com aproximadamente 200 mil 6bitos. Como a
incidéncia da maioria dos canceres cresce com a idade do individuo, a tendéncia
desta incidéncia é de aumento, uma vez que a expectativa de vida continua a subir
(Schulz, 2005). No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) estima que
cerca de 580 mil novos casos da doenga sejam reportados em 2014. Os tipos mais
comuns de cancer e a previsdo de incidéncia para 2014 no Brasil sdo: para
homens: prostata (70 mil), célon e reto (15 mil), estomago (13 mil); para
mulheres: mama feminina (56 mil), colon e reto (17 mil), colo do utero (15 mil),
traqueia bronquio e pulmao (11 mil) (Estimativa 2014 - Incidéncia de Cancer no
Brasil, 2013).

Os principais tipos de cancer que se apresentam em humanos sio os de
tecidos epiteliais, chamados carcinomas; os de tecidos conjuntivos, chamados
sarcomas; os canceres do sistema linfatico chamados de linfoma; além do de
células do sistema imune (leucdcitos) chamado leucemia.

Apesar de sua diversidade, os tipos de cancer humanos apresentam diversos
aspectos comuns ¢ que os definem como cancer. Tais caracteristicas sdo: 1)
proliferagao descontrolada de células; 2) diferenciagdo genética; 3) metabolismo
alterado; 4) instabilidade genomica; e 5) capacidade de invadir tecidos e 6rgaos

vizinhos ou distantes (metastase) (Schulz, 2005).
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Os cénceres sdo, em geral, hipersensiveis aos estimulos de crescimento', por
outro lado, eles se tornam independentes destes estimulos externos para continuar
crescendo. Ao mesmo tempo, eles sdo pouco sensiveis aos estimulos de inibigao
do crescimento. Juntas estas caracteristicas resultam em uma autonomia de
crescimento que caracteriza os canceres, ¢ estas caracteristicas tendem a se
acentuar na medida em que a doenca evolui (Alberts, 2008).

Este comportamento de crescimento do cancer permite que suas células
sejam alvejadas por farmacos ndo especificos, uma vez que, para manter o ritmo
aumentado de crescimento e de replicagdo, as células do tumor possuem um
metabolismo muito mais acelerado que o das células normais. Consequentemente,
estas células metabolizam uma quantidade maior de farmacos do que as células
equivalentes que ndo sofreram mutagdo, possibilitando assim que algumas drogas
sejam toxicas as células tumorais sem serem letais para os pacientes (Kroemer e
Pouyssegur, 2008).

A capacidade de invasdo de outros tecidos e de gerar metastase € o critério
definitivo para se discernir um tumor benigno de um tumor maligno. Juntamente
com a caquexia’ e a supressdo do sistema imune, a metéastase & a responsavel pela
maior parte da mortalidade dos canceres humanos. Na invasdo, as células
cancerosas crescem em varios pontos € em varias camadas do mesmo tecido e
eventualmente extrapolam este tecido passando para os tecidos vizinhos. Isto
permite que o tumor cres¢a de forma praticamente indefinida, o que produz mais
rapidamente os efeitos no paciente.

Na metastase, células cancerosas se desprendem do tumor e viajam pela
corrente sanguinea ou pelo sistema linfatico e aderem em outros 6rgdos onde
formam novos tumores. Entretanto, este processo de aderéncia em condi¢des
favoraveis ao crescimento nao ocorre frequentemente, e as células cancerosas ou
pequenos grupos de células podem ficar retidos em vasos capilares e sobreviver
ali por anos até se adaptar ao novo ambiente e reiniciar seu processo de
crescimento descontrolado (Alberts, 2008). Estas células, ou pequenos grupos nao

podem ser diagnosticados por imagem, mas muitos podem ser identificados por

! Crescimento, neste contexto, diz respeito a reproducio celular.

? Caquexia ¢ a perda de apetite, fadiga, fraqueza, associada a perda de massa corpérea que
ndo pode ser revertida através de meios nutricionais, i. e. mesmo se o paciente ingere mais
calorias, ele continua perdendo massa magra. Em geral é provocada em pacientes de cancer pela
demanda do tumor por energia.
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biomarcadores presentes na corrente sanguinea (Brenner, Kloor e Pox, 2013). Os
orgdos que apresentam maior incidéncia de metastase sdo aqueles com sistemas

microcapilares extensos como o figado, o pulmao e os ossos (Schulz, 2005).

2.2 Tratamento para o Cancer

O tratamento a ser indicado para o cancer depende do tipo de tumor, do
estagio em que se apresenta e das caracteristicas e estado de satide do paciente
(Schulz, 2005; Estimativa 2014 - Incidéncia de Cancer no Brasil, 2013). Em geral
uma gama de terapias estd disponivel, sendo as mais comuns a cirurgia, a
radioterapia, a quimioterapia além de combinagdes destas. Cirurgias e radioterapia
sdo indicadas para canceres localizados, ja4 as leucemias, linfomas, tumores
metastaticos, carcinomas avangados e tumores em tecidos moles requerem
quimioterapia.

As abordagens sdao complementares, uma vez que cada uma apresenta
caracteristicas especificas e os tumores sdo complexos e diversos. Por exemplo, a
aplicacdo de quimioterapia ou de radioterapia, apés um procedimento cirurgico
para combater células que ndo puderam ser dissecadas, ¢ chamada de tratamento
adjuvante. Analogamente, a quimioterapia empregada antes de uma cirurgia com
intuito de diminuir o tumor e facilitar sua completa retirada ¢ chamada de terapia
neo-adjuvante.

Na quimioterapia, uma grande variedade de drogas pode ser utilizada.
Algumas atuam diretamente sobre o cancer, outras atuam melhorando e
estabilizando fungdes do paciente comprometidas pela doenca. O componente
principal para a maioria dos tratamentos ¢ um agente citotoxico. Neste tipo de
terapia, compostos quimicos bloqueiam func¢des celulares bésicas como a
replicacdo de DNA ou mitose’ conduzindo estas células & apoptose®. As drogas a
base de platina sdo parte importante destes tratamentos. Outro tipo de terapia ¢
conduzido com o uso de “agentes bioldgicos” que se ligam aos receptores nas
células cancerosas que regulam, de forma indireta, a replicagdo de DNA ou o

processo de mitose. Exemplos deste tipo de substancia sdo hormonios e anti-

3 Mitose é o processo de divisdo celular dos eucariotos.

* Apoptose ¢ morte celular que ocorre de forma ordenada e demanda energia para a sua
execucdo. Pode ser acionada tanto por mecanismos de controle da homeostase, quanto por danos
celulares irreparaveis (como lesdo do DNA, por exemplo).
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hormonios usados no tratamento de cancer de seio ou de préstata. Outros grupos
importantes de agentes biologicos utilizados mais recentemente sio as citocinas’,
os fatores de crescimento, interferons® e interleucinas’. Hoje eles sdo responsaveis
por tratamentos de doengas que eram incurdveis ha apenas uma década atrés.
Alguns atuam diretamente sobre o tumor, outros estimulam o sistema imune a

combater as células cancerosas (Schulz, 2005; Alberts, 2008).

2.3 Drogas a base de platina

Desde a descoberta de suas propriedades oncoliticas em meados dos anos
60, a cisplatina tornou-se, inclusive no Brasil, uma droga padrao no tratamento de
diversos tipos de tumores, em especial o testicular (Williams e Einhorn, 1980).
Apesar das boas respostas obtidas para tumores solidos como o sarcoma
(Rosenberg, Barnett, 1980), o tratamento com a cisplatina é acompanhado de
efeitos colaterais severos (danos aos rins, ndusea, danos aos ouvidos e ao sistema
nervoso periférico), que levaram a investigacdo de outros compostos de platina
que mantivessem a capacidade terapéutica, minimizando os efeitos toxicos. Entre
estes novos compostos estdo a carboplatina, a oxaliplatina, a loboplatina e a
satraplatina (Weiss e Christian, 1993). Esses compostos apresentam menor
toxicidade ao paciente quando comparados com a cisplatina, entretanto, eles sdo,
de forma geral, menos ativos. A carboplatina ¢ o segundo composto platinico
autorizado para uso clinico, apresentando excelentes resultados para diversos tipos
de tumores, especialmente o cancer de ovario (Calvert et al., 1989; Ozols et al.,
2003). A sua atuagdo ¢ semelhante a da cisplatina, sendo menos tdxica, e
apresentando resisténcia cruzada com a cisplatina, isto €, os tumores resistentes a
cisplatina s3o também resistentes a carboplatina (Go e Adjei, 1999). A
oxaliplatina ¢ um complexo platinico de terceira geracdo, menos toxico € com

atuacdo distinta da cisplatina (Raymond et al., 1998), sendo atualmente utilizada

> Citocina é um termo genérico empregado para designar um extenso grupo

de moléculas envolvidas na emissdo de sinais entre as células durante o desencadeamento das
respostas imunes.

® Os interferons sio proteinas produzidas por células sob “ataque”, sio produzidos
pelas células do organismo para defendé-lo de agentes externos como virus, bactérias e células de
tumores.

7 . . -~ . r . . . r

As interleucinas sdo alguns tipos de proteinas produzidas principalmente por células do

sistema imune e atuam principalmente na ativacdo deste contra um agente especifico.
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como droga de primeira linha no tratamento de carcinoma colo-retal. Na Figura 1
sdo apresentas as estruturas das principais drogas a base de platina utilizadas para

tratamento do cancer.

o)
Cl.,  .NH; HaN, O
"’Pt‘; /Pt
cl”” NH, HN' o
a b ©
O
(@]

Figura 1: Estruturas dos compostos platinicos mais utilizados com atividade oncolitica.

a) cisplatina; b) carboplatina; c) oxaliplatina.

Para explicar os complexos processos de transporte, armazenamento,
eliminagdo e capacidade de interagir com biomoléculas, que determinam o
mecanismo de agdo citotoxica destas drogas, ¢ preciso entender a reatividade da
platina e, consequentemente, de seus compostos de coordenagdo. A platina, ndo
forma ions em meio aquoso tendo apenas agua como ligante, mas sim ions
complexos envolvendo outros ligantes mais fortes que a agua. Tanto os
complexos de Pt(II) quanto os de Pt(IV) sdo importantes em matrizes bioldgicas.
A platina tem uma forte capacidade de ligagdo com grupos doadores de elétrons
como os presentes em aminoacidos e tem a habilidade de formar quelatos (Lee,
1996). No estado de oxidagado II, os complexos geralmente sdo tetra-coordenados
e apresentam geometria planar quadratica, uma vez que envolve um sistema de
elétrons d®. Pode-se destacar, em meio aquoso, os complexos [PtCL4,]* , que tem
grande importancia na quimica preparativa e se hidrolisa facilmente em agua,
formando [Pt(H,O)Cls3]" e [Pt(H20),Cl,]. Quando a platina estd no estado de
oxidacdo IV, complexos hexacoordenados com geometria octaédrica sdo
formados. Em geral, os complexos de platina (II ou I'V), apresentam uma elevada

estabilidade termodindmica e uma relativa inércia cinética.
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As trés drogas a base de platina e comercialmente disponiveis, sdo na
realidade pro-drogas, que somente apresentam a configuracdo ativa apds sua
hidrélise, seja no meio extracelular ou meio intracelular. A cinética de ativagao
das drogas modula sua atividade e seus efeitos colaterais (Desoize ¢ Madoulet,
2002). Deve acrescentar-se que a cisplatina e carboplatina tém uma atividade
substancial em células tumorais para sensibilizacdo a radioterapia especialmente
em tumores na cabeca e pescoc¢o, pulmao, esdfago, colo do ttero, bexiga e no reto

(Desoize e Madoulet, 2002).

2.3.1 Cisplatina

A cis-diaminodicloroplatina (II) (cisplatina) foi primeiramente sintetizada
em 1844 por Michel Peyrone recebendo o nome de “Cloreto de Peyrone”. O
composto se apresenta como um po6 amarelo com solubilidade em agua de
2,53 mg mL™, a 25°C, e de menos de 1 mg mL" a 19°C. A cisplatina ¢ um
complexo quadrado planar com dois ligantes cloreto e dois ligantes amino em
posicado cis, como pode ser observado na Figura 1.

Em 1961 Barnett Rosenberg iniciou estudos explorando a exposicao de
células mitoticas de mamiferos a campos magnéticos. Em testes com a bactéria
Escherichia coli, ele observou uma diminuicdo da reprodugdo celular e o
alongamento das bactérias. Rosenberg investigou esta resposta e observou que os
eletrodos de platina utilizados se degastavam com a formagdo de complexos de
platina que eram responsaveis por este efeito nas bactérias. Rosenberg percebeu as
possibilidades deste resultado e direcionou sua pesquisa para a busca de um
agente antineopldsico, uma vez que estes complexos, ao parar o ciclo celular,
poderiam ser de grande valia no tratamento de tumores, considerando que uma das
principais caracteristicas destes ¢ a reprodu¢ao descontrolada.

Em 1965 Rosenberg relatou o alongamento da Escherichia coli e o associou
a presenca de metais de transi¢do no meio de cultura (Rosenberg, Vancamp e
Krigas, 1965); em 1969 Rosenberg sugeriu um grupo de complexos platinicos
como agentes antitumorais, inclusive a cisplatina (Rosenberg et al., 1969). J4 em
1971 ele demonstrou a atuagdo da cisplatina com a drastica reducdo de um
sarcoma implantado em camundongos. Este experimento teve um grande efeito na

aceitacdo da cisplatina como agente antineoplasico (Rosenberg, 1971), e em 1978
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a droga ja estava aprovada para uso nos Estados Unidos pelo Food and Drug
Administration (FDA) para uma série de tumores (Rosenberg, B., 1980). Até hoje
a cisplatina ¢ utilizada como tratamento de primeira linha contra diversos canceres
e apresenta taxa de cura de até 97% dos casos contra tumores de testiculo, por
exemplo (Siegel, R., Naishadham, D. e Jemal, A., 2013).

Com a descoberta acidental de Rosenberg, um novo horizonte no tratamento
do cancer se abriu. Nenhuma droga (a maioria, compostos organicos de origem
natural) até entdo apresentara respostas tao significativas no tratamento da doenga.
Com os resultados obtidos com a cisplatina, diversos compostos de coordenagio
contendo platina comegaram a ser investigados. O proprio Rosenberg se dedicou a
esta busca por anos (Rosenberg, 1973). Além da platina, complexos contendo
outros metais como Pd, Au, Fe, Ru (Cutillas et al., 2013), Ir, Mg (Bruijnincx e
Sadler, 2008), Co e Cu (Gasser e Metzler-Nolte, 2012; Graf e Lippard, 2012) vém
sendo investigados como agentes antineoplasicos. A maioria destes apresentam
mecanismos de acdo semelhantes ao da cisplatina, porém, alguns apresentam

comportamentos bem distintos.

2.3.1.1 Mecanismo de ag¢ao

Um entendimento completo dos mecanismos de ag¢do da cisplatina ainda ndo
foi alcancado, ¢ constantemente observam-se dados contraditorios na literatura
(Klein e Hambley, 2009). Sem duvida a cisplatina € a droga a base de platina mais
estudada e serve de referéncia em termos de atividade e principio farmacoldgico
para as outras drogas de tratamento do cincer. O que se tem praticamente como
consenso ¢ que o principal mecanismo responsavel pela citotoxicidade da
cisplatina ¢ a formacao de ligagdo covalente com o DNA, impedindo a divisdo
celular e induzindo a célula a apoptose. Entretanto diversas frentes de atuacao da
droga corroboram para sua eficiéncia.

A cisplatina ¢ administrada apds uma super-hidratacdo do paciente seguida
da administracdo de diuréticos de modo a diminuir os efeitos nefrotoxicos da
droga. Um monitoramento atento do fluxo diurético ¢ obrigatorio para o controle
da toxicidade, que se configura no maior fator limitante de dose deste farmaco
(O'dwyer, Stevenson e Johnson, 2000). Apds a aplicacdo da cisplatina por via

intravenosa, devido a concentragdo de cloreto no plasma sanguineo, a molécula
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nao sofre hidrolise e ¢ carreada pelo sangue em sua forma original. Em torno de
90% da cisplatina interage fisicamente com proteinas do plasma como albumina, e
o restante ¢ solubilizado. A cisplatina se distribui rapidamente nos oOrgdos e
tecidos, e é encontrada principalmente no figado e nos rins (O'dwyer, Stevenson e
Johnson, 2000). As concentragdes plasmaticas da droga decaem rapidamente,
sendo a meia vida da platina ultrafiltravel no plasma, isto ¢, solubilizada em sua
forma original, de 20 a 45 min. Aproximadamente 25% do farmaco ¢ excretado na
urina nas primeiras 24 h, até 90% ¢ eliminado em até cinco dias e o restante da
platina pode ficar retida no organismo por anos.

Muitos estudos tém sido realizados para esclarecer a farmacocinética dos
medicamentos a base de platina, mas a maioria deles s3o baseados na
determinagdo total de Pt. A distribuicdo espacial de platina em linfécitos de
pacientes tratados com cisplatina e em linhas de células cultivadas sdo quase a
mesma: 20% na membrana, de 60% na fraccao citosolica, 10% no citoesqueleto e
10% no nucleo (Zayed, Shoeib, ef al., 2011).

Enquanto a cisplatina encontra-se no plasma sanguineo, ela permanece em
sua forma original devido a concentragdo de cloreto neste meio (aproximadamente
100 mmol L™"). Ao atravessar a membrana celular por difusdo passiva ou através
de transporte ativo auxiliado por proteinas de membrana como as chaperonas de
cobre (Blair et al., 2009), a cisplatina encontra um meio com uma concentracao de
cloreto da ordem de 3 a 20 mmol L' e sofre hidrolise convertendo-se nas formas
mais ativas da droga (Klein e Hambley, 2009; Galluzzi et al., 2012). Na Figura 2
(Klein e Hambley, 2009) estdo ilustrados os possiveis produtos de hidrolise que
determinardo a atividade da cisplatina no meio celular. Existem evidencias de
diversas interacdes das formas ativas da cisplatina com o meio intracelular,

podendo-se dividi-las em dois grupos principais, a¢ao no citoplasma e no nucleo.
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Figura 2: Produtos da hidrélise da cisplatina apés cruzar a membrana celular (Klein e
Hambley, 2009).

Ao entrar na célula, a cisplatina interage com a membrana plasmatica
perturbando interagdes lipidio-lipidio e lipidio-proteina (Martins et al., 2008).
Acredita-se que esta interagdo pode provocar o recrutamento e ativagdo da
caspase-8® e consequentemente a ativagio em cascata das outras caspases
conduzindo a célula a apoptose caspase-dependente.

Na frag¢do citoplasmatica a cisplatina interage com uma série de espécies
nucleofilicas endoégenas como a glutationa reduzida (GSH), metionina,
metalotioneinas, além de outras proteinas citoplasmaticas (Barefoot, 2001;
Calderon et al., 2003; Finney e O'halloran, 2003; Galluzzi et al., 2012). A agado da
cisplatina no citoplasma tem um cardter depletivo de espécies reduzidas,
formando um ambiente favoravel ao estresse oxidativo, que favorece a atuacao da

droga no nucleo da célula (Galluzzi ef al., 2012), no reticulo endoplasmatico e na

¥ Caspase-8 ¢ uma, de um grupo de proteinas codificada pelo gene CASPS. A ativagdo
sequencial das caspases tem um papel central no processo de execucdo da apoptose celular. O
nome '"caspase" ¢ derivado dessa fungdo molecular caracteristica: cysteine-aspartic-acid-

proteases.
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mitocondria. Uma vez que a mitocondria ¢ atacada por espécies oxidantes, danos
a suas macromoléculas como lipidios, proteinas e DNA mitocondrial (Podratz et
al., 2011) induzem a apoptose tanto via caspase quanto por vias independentes de
caspase (Martins et al., 2008), (Pabla e Dong, 2008). Na Figura 3 sdo
apresentados os mecanismos de a¢do nao nucleares da cisplatina. Ainda na fragao
citoplasmatica da célula, a cisplatina interage com RNA (Hostetter, Osborn e
Derose, 2012), comprometendo a sinalizag@o celular e a expressdo génica.
Considerando o que se conhece até hoje, estes sdo os principais mecanismos
citotoxicos da cisplatina exercidos na fracao citoplasmatica da célula. Todas as
outras interagdes da droga no citoplasma sdo consideradas como fontes de
resisténcia, isto ¢, diminuem a concentragdo da cisplatina no citoplasma

disponivel para induzir a apoptose, e serdo discutidas mais adiante.

Via de receptores

Estresse RE  NH; 51 de apoptose
Le———— pyf

NH, OH;
: l Via Mitocondrial
et
a AIFe—— = - %, Citocromo C
Ativagdo de ‘Independente : ©. " Ativagiode  Ativagdo de
Caspase-12 . de Caspase .. Caspase-9 Caspase-8
\ ptoSIS /

Figura 3: Acdo da cisplatina na fragdo ndo nuclear da célula (Adaptado de Pabla e Dong,

2008)

No nucleo da célula, a cisplatina se liga ao DNA alterando sua estrutura e
impedindo a replicagdo celular. Na Figura 4 ¢ ilustrada a estrutura do DNA apds a
ligagdo da cisplatina (Pabla e Dong, 2008). Os estudos estruturais que
determinaram a estrutura dos adutos de Pt-DNA foram conduzidos por difracdo de
raios-x, € por espectroscopia de ressonancia nuclear magnética, além de diversos
estudos com simulacdo computacional. Entretanto, todos estes estudos foram

feitos com o DNA isolado, purificado e fora de sua estrutura de cromatina, na qual
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se encontra no meio celular, logo as conclusdes quanto a estrutura ndo apresentam
uma correlagdo adequada com a configuragdo real da molécula em meio celular
ou com a resposta fisiologica induzida pela droga. Durante muitos anos se
acreditou que este era o mecanismo de agdo da cisplatina, entretanto, pesquisas
mais recentes vém elucidando, de forma mais clara e realista, o intrincado

mecanismo de acdo da droga.

Figura 4: Estrutura do DNA ap¢s ligagdo da cisplatina (adaptado de Gelasco e Lippard,
1998).

Cerca de 1% da cisplatina total absorvida pela célula encontra-se ligada ao
DNA nuclear (Gonzalez et al., 2001) A cisplatina interage com o DNA formando
uma série de adutos, ligando-se preferencialmente a posicdo N7 das bases
purinicas (adenina e guanina), podendo formar adutos duplos, com ligagdes em
uma uUnica fita ou entre as fitas de DNA. A cisplatina pode ainda formar adutos
simples com bases de DNA ou ainda adutos de proteina-DNA. Na Figura 5-b
observa-se a representacao de alguns desses adutos.

O aduto majoritario ¢ o cis-1, 2, [Pt(NH3)2]*"-d(GpG) intrafita, que responde
por 65% do total de adutos formados. O segundo mais abundante ¢ o cis-1, 2,
[Pt(NH3)2]2+—d(ApG) intrafita que responde por 25% dos adutos formados
enquanto que entre 5 ¢ 10% dos adutos sdo cis-1, 3, [Pt(NH3)2]*"-d(GpNpG)
também intrafita, com uma frequéncia menor encontra-se os adutos interfita (Todd

e Lippard, 2009).
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As lesdes causadas ao DNA pela cisplatina ativam uma série de mecanismos

de reparo, sendo o que envolve o sistema de reparo por excisdo de nucleotideo

(NER) € o que constitui a mais importante via de retiradas de adutos da fita de

DNA. Entretanto, mecanismos de reparo de erro de pareamento (MMR) também

participam da remocao dos adutos de platina da fita de DNA. Quando as lesdes

sdo limitadas, a cisplatina induz uma parada do ciclo celular aprisionando a célula

em S ou G2°, permitindo ao sistema de reparo reestabelecer a integridade do

DNA. Se o dano ao DNA ¢ muito extenso, ou seja, quando ndo pode ser reparado,

a célula evolui para a morte por apoptose ou, dependendo da dose de cisplatina,

por necCrose.
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 G1, S e G2 indicam o estado de uma célula em relaco & mitose. As células em G1 estdo
com seu conteido de DNA normal, S indica um estado onde a célula iniciou o processo de
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Figura 5: a) Modelo da estrutura do DNA evidenciando sitios de ligacao preferenciais; b)
adutos mais recorrentes da ligagdo da cisplatina com DNA (Esteban-Fernandez et al., 2010); c)
modelo de estrutura quimica de adutos formados pela oxaliplatina, analogos aos formados pela
cisplatina (Zayed, Jones, et al., 2011).

A cascata de sinalizacdo mais importante, que liga a lesdo ao DNA causada
pela cisplatina a morte celular por apoptose, envolve a ativacdo em sequéncia de
uma série de proteinas no ntcleo e no citoplasma. O processo se inicia por
ativagdo de proteinas que “percebem” e sinalizam o dano presente no DNA, como
a checkpoint kinase 1 (CHEK 1), e por sua vez fosforila a proteina supressora de
tumor TP53 (Shieh et al., 2000; Appella e Anderson, 2001; Zhao e Piwnica-
Worms, 2001). Uma vez ativada a TP53 dispara uma série de funcdes letais no
nucleo e no citoplasma que culminam com a apoptose da célula. Além deste
mecanismo, diversos outros vem sendo reportados e estudados, entretanto,
descrevé-los esta além do escopo deste trabalho (Wang et al., 2006; Pabla e Dong,

2008; Galluzzi et al., 2011).

2.3.1.2 Efeitos Colaterais

Entre os efeitos colaterais mais comuns da administracdo de cisplatina estao
os efeitos emetogénicos'®, ototoxicidade, anemia e nefrotoxicidade (O'dwyer,
Stevenson e Johnson, 2000).

Os efeitos emetogénicos podem ser muito severos e comprometer o
andamento do tratamento com cisplatina. Em geral esses efeitos indesejados sdo
tratados com drogas que atuam no sistema nervoso central, como serotonina ou
antagonistas 5-HT5 como o ondansentron (Eisenberg et al., 2003).

A nefrotoxicidade ¢, certamente, a maior preocupagdo em relacdo a
administracdo da cisplatina. A afinidade desses compostos pelas células renais, e
sua alta citotoxicidade culminam na indug@o de apoptose e também de necrose das
células renais, comprometendo os tecidos e a fun¢do do 6rgao de forma reversivel
ou permanente. A nefrotoxicidade ¢ o mais importante dos fatores limitantes da
dose administrada de cisplatina. A disfungdo renal induzida pela droga se

manifesta clinicamente por insuficiéncia renal, hipocalemia ¢ hipomagnesemia.

' Emetogénicos i.e. provocam intensa irritabilidade no trato gastrointestinal, induzindo o
reflexo do vomito de forma intensa e dificil de controlar.
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Os riscos destes efeitos colaterais sao dose-dependentes e podem ser minimizados
com uma hidratagdo intensiva antes e durante a infusdo da cisplatina (O'dwyer,
Stevenson e Johnson, 2000; Pabla e Dong, 2008). O principal mecanismo de ac¢ao
nefrotoxica da cisplatina parece estar relacionado com a inducdo das células
epiteliais do tabulo proximal a apoptose, conduzindo a um quadro clinico descrito
como necrose tubular aguda. A cisplatina induz apoptose nestas células,
principalmente por via mitocondrial. Medicamentos capazes de proteger a
mitocondria das células epiteliais dos tubulos proximais se apresentam como
promissores adjuvantes no tratamento de diversos tumores, possibilitando o
aumento das doses ministradas de cisplatina (Pabla e Dong, 2008; Podratz et al.,
2011).

Alguns efeitos colaterais dos compostos platinicos estdo relacionados a
interagdes com biomoléculas ainda no sangue, sendo que os estudos dos possiveis
compostos formados, sua estrutura e cinética de formagdo, podem ajudar a
entendé-los e posteriormente evita-los. Estudos recentes comecam a elucidar as
estrutura de biomoléculas formadas com a cisplatina ainda no sangue e que
transportam o medicamento até as células (Huang et al., 1995). Compostos com
grupos tiol, como a L-metionina, a L-cisteina ¢ GSH reagem com as drogas a base
de platina administradas a pacientes e existem evidéncias de que a nefrotoxicidade
da cisplatina ¢ aumentada na presenca de L-metionina. Mais recentemente o
espectro de biocompostos de interesse tem sido delimitado e tanto a estrutura de
proteinas ligadas a platina quanto de adutos de DNA tem sido indicados como os
mais ativos, tanto na acdo oncolitica quanto nos efeitos colaterais (Takahara et al.,
1995; Teuben et al., 1999; Kelland, 2000; Timerbaev, Kung e Keppler, 2002;
Mcsheehy, S. et al., 2003; Kim et al., 2009; Wong et al., 2010).

2.3.1.3 Resisténcia a Cisplatina

A base da resisténcia a cisplatina pode ser descrita seguindo o modo de agdo
molecular da droga, que envolve varios passos até a resposta da célula tumoral.

Processos celulares que impedem a apoptose mitocondrial, ou que os danos
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causados a0 DNA evoluam para apoptose induzida por p53'' (Jamieson et al.,
1999; Cohen e Lippard, 2001) sdo os principais fatores que prejudicam a
eficiéncia da cisplatina, levando a uma ma resposta do tratamento. Uma melhor
compreensdo do mecanismo pelo qual estas moléculas sdo reguladas, bem como
de seus papéis na sensibilidade e na resisténcia a droga sdo necessdrias ¢ ainda
ndo estdo bem estabelecidas na literatura.

Virias moléculas estdo envolvidas na resisténcia a cisplatina, a proteina 1 de
ligacdo ao dominio metil-CpG (MBD1), que desempenha um papel importante na
progressdo da doenga, € uma delas. Esta proteina ¢ recrutada para locais de danos
ao DNA induzidos por cisplatina e atua no reparo do material genético da célula,
conferindo a esta uma maior resisténcia ao farmaco. Assim, o silenciamento da
expressdo da MBDI prejudica a resposta do sistema de verificagdo de danos ao
DNA, e, consequentemente, reduz significativamente a capacidade da célula de
reparar o DNA (Xu et al., 2013).

Outro modulador da atividade da cisplatina ¢ a proteina Jun activating
binding protein (Jabl), uma proteina multifuncional que participa no controle da
proliferacdo das células e na estabilidade de varias proteinas e desempenha um
importante papel na resposta celular a cisplatina e a irradiacao através do controle
de danos ao DNA e rotas de reparo (Pan et al, 2013). A Jabl regula
positivamente a expressio da Rad51'? por via dependente de p53. O aumento da
expressio ectopica'’ de Rad51 confere resisténcia celular a cisplatina, a radiagio
infravermelha e ao UV em células deficientes de Jabl. Pan ef al. demostraram que
a Jabl ¢ superexpressa em duas linhagens celulares de carcinoma de nasofaringe
relativamente resistentes a cisplatina, radiagao infravermelha e UV.

Fatores de transcricdo FOXO, funcionando ao logo da cascata de sinalizacao
PI3K-AKT-PTEN(PKB), sdo essenciais para a proliferacao celular, diferenciacao,
reparacdo de danos ao DNA e apoptose (Kwok et al., 2010). Pesquisas recentes
indicam que o fator de transcricdo relacionado FOXMI1 ¢ um alvo direto da
repressdo por proteinas FOXO. A inativacdo da FOXO ou sobre expressao de

FOXMI1 esta associada com tumorgénese e progressao do cancer. Além disso, os

" Quando a cisplatina provoca um dano que ndo pode ser reparado a proteina p53 inicia a
cascata de reagdes que culminam na apoptose celular.

12 Rad51 é uma proteina que assiste no reparo de quebras nas duas fitas do DNA.

1 Expressio ectopica é a expressdo, num organismo, de um gene numa localizagdo em que
normalmente ela ndo acontece.
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efeitos citostaticos e citotoxicos de um vasto espectro de drogas antineoplasicas,
tais como paclitaxel, doxorrubicina, lapatinib, gefitinib, imatinib e cisplatina, sdo
mediadas através da ativagdo de FOXO3a e/ou a inibicdo de seu alvo metabdlico,
a proteina FOXM1. Paradoxalmente, proteinas FOXO também contribuem para a
resisténcia aos medicamentos, por influir na expressao de genes importantes para
o efluxo de drogas, bem como a reparagdo do DNA e os meios de sobrevivéncia
celular em canceres (Kwok ef al., 2010) resistente a drogas.

Outro mecanismo presente em células resistentes a cisplatina ¢ a redugdo da
acumulac¢ao intracelular de drogas a base de platina em sua forma ativa. Isto pode
resultar da redugdo da absor¢ao da droga, do aumento do efluxo de drogas ou do
sequestro intracelular. Embora um dos mecanismos de captacdo de cisplatina seja
mediado pela proteina transportadora de cobre CTRI1, o efluxo ¢é realizada por
dois outros canais de escoamento de cobre: as adenosina-trifosfatases tipo p
(ATP7A e ATP7B). Samimi ef al. descreveu que as alteragdes na expressao destas
proteinas tém sido implicadas na resisténcia a cisplatina e a baixos indices de
sobrevivéncia de pacientes, em alguns tipos de cancer, mais notavelmente no
cancer de ovario (Samimi et al., 2003). A chaperona ATOX1 foi recentemente
descrita como o transportador que conduz a Pt da CTR1 para ATP7B. A Pt parece
competir com a GSH na interagdo com essa proteina. Adutos estdveis de
ATOX1-Pt foram recentemente observados (Galliani et al., 2014).

Outro sistema de efluxo importante, cMOAT/MRP2, t€ém sua expressao
aumentada nas células tumorais. Varios trabalhos demonstraram que este
transportador de membrana pode contribuir para a resisténcia a cisplatina (Xie et
al., 2010). MRP2 requer GSH como um cofator, e o seu papel na protegdo contra
os efeitos citotoxicos da cisplatina pode ser um resultado da sua capacidade para o
transporte de conjugados de GSH/cisplatina através da membrana plasmatica
(Tonigold et al., 2014). GSH pode trabalhar em conjunto com a cMOAT/MRP2
para bombear conjugados de GSH-cisplatina para fora das células de uma maneira
dependente de ATP. A resisténcia a cisplatina através deste mecanismo ¢
completamente dependente de GSH (Arner ef al., 2001). De fato, o aumento dos
niveis de GSH intracelular sdo frequentemente observados em tumores resistentes
a cisplatina (Singh, Okamura e Ali-Osman, 2010).

Além dos mecanismos de efluxo descritos anteriormente as células também

dispoe da P-glicoproteina 1 (Pgp), esta ¢ uma importante proteina de membrana
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celular que bombeia muitas substancias estranhas para fora das células, isto €,
uma bomba de efluxo dependente de ATP que atua sobre um amplo espectro de
substratos (Aller et al., 2009). A Pgp ¢ uma glicoproteina que, em humanos, ¢
codificada pelo gene ABCBI1. A atividade da Pgp sobre a cisplatina ndo esta
completamente elucidada, sabe-se que a cisplatina induz um aumento na
expressao de Pgp, entretanto a cisplatina ndo € substrato para a bomba de efluxo,
isto €, a proteina transmembrana nao ¢ capaz de transportar a cisplatina para fora
da célula diretamente. Entretanto observa-se, em células com uma maior
expressao da Pgp uma maior resisténcia a cisplatina.

A capacidade das drogas a base de platina, e também de outros farmacos,
para formar ligagdes com os grupos tiol, os tornam adequados para formar
ligacdes com metalotioneinas (MTs), que sdo proteinas intracelulares, que contém
a maior quantidade de grupos tiol no citoplasma. O aumento do nivel de MT é um
mecanismo de resisténcia a esta classe de medicamentos, uma vez que a ligagdo
da droga a MT, ainda na fragdo citoplasmatica, impede as moléculas ativas de
cisplatina de alcangar o seu alvo: o DNA intranuclear das células tumorais
(Gumulec, Balvan, ef al., 2014; Gumulec, Raudenska, et al., 2014).

A excision repair cross-complementation group 1 (ERCC1) ¢ uma
componente chave da maquinaria de reparo de DNA através da excisdo de
nucleotideos (NER). A expressdo desta proteina se apresenta marcadamente mais
elevada em diversas linhagens tumorais resistentes a cisplatina (Bauman et al.,
2013; Ozdemir et al., 2013; Muallem, Braicu, et al., 2014; Muallem, Marnitz, et
al., 2014; Torii et al., 2014). A agdao da ERCCI produz fragmentos de DNA de
cadeia simples (de cerca de 30 nucleotideos) contendo o aduto de Pt e proteinas
do sistema NER ligadas. DNA polimerases e ligases preenchem a lacuna deixada
na fita de DNA, utilizando a fita complementar remanescente como um molde

(Friedberg, 2001).

2.3.2 Carboplatina

A cis-diammina (1,1-ciclobutanodicarboxilato) platina(Il), comumente
chamada de carboplatina, ¢ um analogo da cisplatina desenvolvida pela Bristol-
Myers Squibb com a colaboragdo de um ntimero de oncologistas e institutos

académicos. A droga foi introduzida em testes clinicos em 1981 e foi aprovada
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pelo FDA para uso em 1989 (Go e Adjei, 1999). Apds uma extensa triagem pré-
clinica que envolveu um grande numero de derivados de platina, a carboplatina foi
escolhida principalmente por causa de sua menor toxicidade em comparacdo com
a cisplatina (Lebwohl e Canetta, 1998). Infelizmente, ela apresenta resisténcia
cruzada com a cisplatina. O limitante da dose ¢ a mielossupressdo'* provocada
pela administragio da carboplatina. A trombocitopenia'® é o efeito colateral
predominante (Go e Adjei, 1999; O'dwyer, Stevenson e Johnson, 2000).

A carboplatina foi amplamente testada em um grande ntimero de ensaios
clinicos aleatdrios, avaliando-se sua eficacia em comparagdo a cisplatina. A sua
atividade anti-tumoral foi demonstrada contra o cancer de ovario. Uma meta-
analise de 11 ensaios clinicos, que inclui mais de 2.000 pacientes, ndo indicou
superioridade de carboplatina sobre a cisplatina (Chemotherapy in advanced
ovarian cancer: an overview of randomised clinical trials. Advanced Ovarian
Cancer Trialists Group, 1991). A combinacio de carboplatina com o paclitaxel'®
¢ de grande interesse, uma vez que a toxicidade desta ¢ reduzida. Esta combinagdo
¢ utilizada nomeadamente em canceres do ovario, cabeca e pescoco e bexiga, € em

NSCLC'” (Lokich e Anderson, 1998).
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Figura 6: Produtos de hidrdlise da carboplatina em meio aquoso (adaptado de (Pavelka,

Lucas e Russo, 2007).

' Mielossupressdo ¢ a diminui¢io da producio de células sanguineas pela medula dssea.

"> Trombocitopenia ¢ a redugdo do niimero de plaquetas no sangue, deixando o paciente
mais suscetivel a hemorragias.

'® Paclitaxel ¢ um inibidor de mitose utilizado em regimes de quimioterapia combinado
com outras drogas.

" NSCLC ¢ a sigla em inglés para Non Small Cell Lung Cancer.
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Na pratica, a carboplatina substitui a cisplatina em diversas indicagdes. A
dose ¢ tipicamente calculada com relagdo a area da superficie corporal do
paciente, com uma dose média de 400 mg m™, em comparagdo com 100 mg m™
para a cisplatina. Além da sua eficicia e toxicidade inferior, o regime de
administracao utilizado, com uma unica infusdo rapida, ¢ mais pratico do que a
infusdo prolongada tipico da administracdo de cisplatina. (Desoize e Madoulet,
2002).

A carboplatina apresenta um ligante abandonador mais estdvel que os
cloretos da cisplatina, o grupo carboxilato, que confere a droga menor toxicidade,

porém também uma menor atividade.

2.3.3 Oxaliplatina

A trans-L-diaminociclohexano-oxalato platina(Il), comumente chamada de
oxaliplatina foi sintetizada por Kidani na Universidade de Nagoya, Japao e foi
desenvolvida primeiramente na Franca, com o apoio dos Laboratérios Roger
Bellon, Debiopharm e Sanofi-Synthelabo. Esta droga foi selecionada para o
desenvolvimento, pois apresentou uma maior eficacia ¢ uma menor toxicidade do
que a cisplatina em estudos pré-clinicos in vivo e, o mais importante, nao
apresentou resisténcia cruzada com a cisplatina.

O efeito colateral mais proeminente e que limita a dose é a neuropatia
sensorial significativa, que nido pode ser prevista. No inicio do processo de
desenvolvimento do medicamento, Levi e colegas relataram a superioridade da
cronomodulagio'™ de perfusdes sobre a infusio a velocidade constante nos
estudos pré-clinicos e clinicos com oxaliplatina (Boughattas et al., 1989;
Caussanel et al., 1990; Levi et al., 2000). Este modo particular de administragao
resultou numa toxicidade diferenciada. Para regimes de infusdo com velocidade
constante, observou-se estomatite nos pacientes com maior frequéncia. Em
contraste, para regimes de infusdo com cronomodulacdo, os sintomas observados
com maior frequéncia foram emese e neuropatia sensorial.

A oxaliplatina apresentou resultados interessantes em canceres de ovario, de

mama, cancer de cabecga e pescoco, no linfoma ndo-Hodgkin, melanoma maligno,

"® Cronomodulagdo é variagio da velocidade de infusdo da droga ao longo de um
determinado periodo.
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glioblastoma e NSCLC. A sua efic4cia € mais notavel contra o cancer resistente a
outros derivados de platina. Os melhores resultados até agora tém sido obtidos no
tratamento de cancer colo-retal. Além disso, uma sinergia significativa foi
observada com leucovorina e fluorouracilo e produz uma taxa de resposta
impressionante (De Gramont et al., 1997; Maindrault-Goebel ef al., 1999).

A oxaliplatina apresenta um mecanismo de hidrolise particular e o produto
final ¢ significativamente diferente do da cisplatina e da carboplatina. A
oxaliplatina ¢ menos estdvel mesmo em concentragdes de cloreto mais elevadas
como as do plasma sanguineo. Nesse ambiente, a droga sofre hidrolise espontanea
ao entrar em meio biolodgico aquoso, liberando o grupamento oxalato e mantendo
o diaminociclohexano (DACH). A espécie predominante ¢ Pt(DACH)CI,
(Jerremalm et al., 2004). O grupo oxalato pode ser substituido por espécies
nucleofilicas como CI', HCO;” ¢ mesmo H,O. Na Figura 7 sdo apresentadas as
espécies mais abundantes em meio aquoso.

A oxaliplatina interage de forma irreversivel com os eritrocitos, e apena 5%
da droga injetada fica disponivel para entrar na célula. A quantidade de adutos
formados ¢ menor que os formados pela cisplatina em doses equivalentes,
entretanto o carater mais hidrofobico do grupo DACH parece dificultar o reparo

dos adutos, tornando a droga mais eficiente (Esteban-Fernandez et al., 2010).
NH, :
O
‘NH]0OC
. +2Cr

Pt(DACH)oxalato - oxalato
+CT (Oxaliplatina)
.  +HO NH,
N[l'\ cl - oxalato +2H,0 0 '\m/("l
™~
- oxalato ‘NI |3/ a

Nll ()[L
PIDACH) Pt(DACH)
Complexo Dicloro
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O /Pl\
‘N Ol
Pt(DACH)
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Figura 7: Produtos de hidrdlise da oxaliplatina.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812623/CB

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812623/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812623/CA

41

Foi demonstrado que a oxaliplatina atua de forma semelhante as drogas
anadlogas cisplatina e carboplatina. A oxaliplatina também exerce seu efeito
citotoxico através da formacgdo de adutos de DNA , Zayed et. al. demonstraram
que os adutos formados mais abundandes sao G —Pt (DACH) -G, G —Pt (DACH)
—A (Zayed, Jones, et al., 2011). Entretanto, a eficiéncia da oxaliplatina ndo
apresenta correlagdo com a atividade de GSH ou da glutationa S transferase

(GST)" (Arnould et al., 2003).

2.4 Determinagao de biomoléculas contendo metais:

Metaldomica.

No decorrer do processo evolutivo, minerais e ions disponiveis na crosta
terrestre foram inseridos em processos bioldgicos fundamentais de todos os seres
vivos. Diversos metais participam de processos fisioldgicos, sendo que alguns
ions metdlicos, quando associados a polipeptidios, podem catalisar reacdes
quimicas unicas e atuar em fungdes fisiologicas especificas. Nos sistemas
celulares, os metais atuam como ativadores de proteinas, equilibram forgas
eletrostaticas, catalisam reacoes, etc. Assim, a vida esta associada aos elementos
majoritarios e a elementos-traco, além dos elementos tipicos das substancias
organicas C, H, O, N, P e S. Por outro lado, elementos como Hg, Pb e As, entre
outros, podem provocar danos significativos a sistemas bioldgicos mesmo em
baixissimas concentracdes (Calderén ef al., 2003).

Neste contexto, os sistemas vivos possuem mecanismos para regulacdo das
concentragdes dos elementos essenciais e, a0 mesmo tempo, mecanismos de
defesa contra elementos cujo efeito acima de uma dada concentragdo ¢ toxico.
Elementos como Na, K, Ca e Fe desempenham papéis vitais na maioria dos
organismos e estdo presentes em concentragdes bastante altas, a0 mesmo tempo
elementos como Co, presentes em niveis da ordem de ng kg' também se
apresentam essenciais para a vida. A bioquimica dos elementos majoritarios ja é

bem compreendida e descrita, entretanto ainda se sabe pouco sobre o efeito dos

' GST é uma familia de enzimas que catalisa a ligagdo da glutationa a moléculas toxicas
para a célula, como a cisplatina por exemplo. Estas moléculas ligadas a GSH entdo sdo
reconhecidas pelas bombas de efluxo Pgp e removidas do interior da célula.
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metais encontrados em baixas concentragoes associados a biomoléculas. Para um
melhor entendimento neste campo ¢ necessdrio um profundo entendimento da
quimica e da biologia envolvida, pois estudos meramente quimicos podem
conduzir a conclusodes irreais em sistemas biologicos (Metallomics: whence and
whither, 2012).

A metalomica se apresenta como uma abordagem para estudar elementos
em sistemas biologicos, correlacionando as espécies presentes e suas fungdes. A
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) define metaloma
como a “totalidade das espécies de um metal/metaloide presentes em um sistema
biologico definido quanto a sua identidade e/ou concentracao”. Ja4 a metalomica €
definida como “o estudo do metaloma, interagdes e conexodes funcionais de um
elemento e suas espécies com genes, proteinas, metabolitos e outras biomoléculas
em sistemas biologicos” (Lobinski et al., 2010).

No contexto bioldgico, tornou-se claro que a determinagao do conteudo total
de um dado elemento ndo € suficiente, € necessario conhecer, além do conteudo
total do elemento, sua distribui¢do nas diferentes formas quimicas em que se
apresentam (especiagdo), distribuicdo esta que ira determinar, por exemplo, sua

biodisponibilidade, toxicidade, etc. (Caruso et al., 2003).

2.41 Anadlise de especiagao

Para a completa aplicacdo da Metalomica, os métodos de andlise quimica
devem ser capazes de determinar as diferentes espécies presentes nos sistemas
bioldgicos. Para tanto, a andlise de especiacdo deve proporcionar: 1) limites de
detec¢do ainda menores que andlise de quantidades-trago totais, pois a parte ¢é
sempre menor do que o todo; 2) capacidade de separagao das espécies, uma vez
que cada espécie participa de forma tUnica nos sistemas biologicos; 3) pré-
tratamento “suave” de amostras, pois esta etapa ndo pode modificar a identidade
quimica das espécies (Michalke, 2003). Todo o conhecimento acumulado relativo
a analise de tragos passa a necessitar de uma revisdo, uma vez que, por exemplo,
procedimentos de preservacdo de analitos em quantidades-trago para a
determinagdo do conteudo total geralmente ndo sdo aplicaveis quando da

especiacao.
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Dentre os métodos para determinagdo de analitos em quantidades-traco e de
analise de especiacdo, de longe, os mais frequentes sdo os que se utilizam da
espectrometria atdmica para detecgdo seletiva de elementos. Entretanto, ndo resta
davida que os avangos mais impressionantes em termos de capacidade de
deteccdo associam-se as técnicas de massa cuja principal vantagem ¢ associar
limites de detec¢do instrumentais extremamente baixos, rapidez, possibilidade de
discriminacdo isotopica e modos multi-elementares de andlise (Heumann, 2004).
A detecgdo por espectrometria de massa ¢ facilmente acoplavel a técnicas de
separagdo (eletroforese capilar, CG e, principalmente, no presente caso, HPLC),
permitindo a facil hifenacao em linha, dado que a vazao de saida da fase movel ¢
compativel com a vazdo de entrada da amostra no espectrometro. Técnicas
hifenadas como HPLC-ICP-MS e LC-MS tém sido muito utilizadas na analise de
especiacdo (Szpunar et al., 1999; Kelland, 2000; Timerbaev, Kung e Keppler,
2002; Mcsheehy, Shona et al., 2003; Rogers, Ray e Hieftje, 2010), aplicando-se
diversas técnicas de separacdo por diferenca de tamanho (SEC), troca anidnica,
fase reversa, pareamento i0nico, entre outras (Esteban-Fernandez et al., 2010;
Hann et al., 2010). Nas suas primeiras versoes, interferéncias espectrais (espectro
de massa) de espécies poliatdmicas eram mais frequentes. Entretanto, a melhor
resolug¢do de massa dos analisadores quadrupolares comerciais (os mais
populares) aliada a introdu¢ao de células de colisdo ou reagdo, em muito
diminuiram este problema, permitindo a analise de amostras mais complexas. O
ICP-MS conta ainda com a possibilidade de calibragdes por diluigao isotopica, um
método de quantificagdo considerado absoluto (Sanz-Medel, Montes-Bayon e
Luisa Fernandez Sanchez, 2003).

Para a analise de especiacgdo a diluicdo isotopica pode ser utilizada de duas
formas particulares, com fortificacdo com a espécie especifica ou com uma
espécie ndo especifica (Koellensperger et al., 2008). No primeiro caso, a molécula
que se quer quantificar dever ser sintetizada utilizando o elemento enriquecido,
tornando possivel a co-elui¢ao de ambos, o analito na fragdo fortificada e o analito
originalmente presente na amostra. Neste caso, o método pode ser considerado
como primario, de mais alta qualidade metrologica. No segundo caso a calibragdo
por diluicdo isotopica requer corre¢des no processo de deteccdo que podem
comprometer a qualidade dos resultados (Herrmann et al., 1994). Mesmo varios

anos apoOs as primeiras publicacdes sobre especiacao utilizando a diluicao
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isotopica, a calibragdo espécie ndo especifica ¢ muito mais comum e aplicavel,
uma vez que ha fornecedores comerciais de material enriquecido isotopicamente
para a maioria dos elementos, enquanto padrdoes moleculares marcados
isotopicamente sdo raros de se encontrar comercialmente e dificeis de se sintetizar
nos proprios laboratérios de pesquisa (Rodriguez-Gonzéalez e Garcia Alonso,
2010).

Na analise de especiacdo, a confiabilidade das andlises deve ser avaliada
com as mesmas ferramentas de validagdo tipicas dos métodos de analise quimica.
O emprego de controles, padrdes internos e avaliagdo com materiais de referéncia
certificados ¢ fundamental para a demonstragao da adequagao dos métodos ao uso
proposto. Entretanto, ainda sdo poucos os materiais de referéncia com certificagao
para diferentes espécies, e as vezes, a propria padronizacao ¢ questionavel, dado o
desconhecimento da forma exata em que se apresenta o elemento, isto entre outras
situagoes andlogas (Caruso et al., 2003; Michalke, 2003) ainda impde uma grande
incerteza associada a estas medi¢Oes, suscitando diferentes conclusdes e
divergéncias entre grupos de pesquisa.

Os avangos recentes da metalomica e da analise de especiacdo sdo notaveis.
Diversos regulamentos técnicos e legislagdes ja contemplam a determinacao de
espécies de As, Se e Cr. A aplicacdo da especiagdo aos compostos de platina,
considerando sua ampla utilizag¢do no tratamento do cancer, ¢ condi¢ao obrigatoria
para se contribuir com a elucidagdo dos mecanismos de acgdo e resisténcia dessa
classe de farmacos. Frente a diversidade dos mecanismos envolvidos e a
dificuldade dos processos biologicos a serem compreendidos, poucos estudos
foram realizados. Mesmo os estudos in vitro realizados com material bioldgico
nao sdo totalmente representativos, e a falta de estudos in vivo ainda ¢ uma das
maiores dificuldades para o entendimento deste problema (Esteban-Ferndndez et

al., 2010).

2.5 Células como Modelos Biolégicos

A utilizacdo de células como modelo ¢ uma técnica de pesquisa bem
estabelecida. Através de modelos celulares, por exemplo, pode-se estudar reacdes
que ocorrem nas células alvo de um tratamento com um farmaco citotéxico. Esta

abordagem ¢ extremamente vantajosa, pois culturas de células sdo rapidamente
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renovadas assim como diversos estudos podem ser conduzidos simultaneamente.
A desvantagem ¢ que ndo se pode observar o comportamento sistémico dos
farmacos ou das proprias células em seu ambiente natural, uma vez que a
vizinhanga influencia o metabolismo celular, a auséncia da matriz extracelular real
pode introduzir erro sistematico nos resultados. No entanto, como um modelo
inicial, esta ¢ uma abordagem largamente empregada e util.

A cultura de células envolve a manutengdo destas em um ambiente que se
aproxime das condi¢des naturais, provendo nutrientes, estabilidade térmica e
espaco fisico para que estas crescam e se mantenham saudaveis. Para células de
mamiferos, em geral utiliza-se estufas com variabilidade térmica menor ou igual a
1°C, com concentragdo controlada de CO, e protegidas da incidéncia de luz.

Diversas linhagens celulares foram utilizadas neste trabalho: 1) células
leucémicas da linhagem K562 sensivel a cisplatina; 2) células leucémicas
homologas a K562, linhagem Lucena resistente a cisplatina; 3) células de cancer
de pulmdo linhagem H460; e 4) células de cancer de colo retal linhagem HCT-
116. A K562 foi a primeira linhagem celular de leucemia mieloide imortalizada.
Esta linhagem ¢ derivada de uma paciente do sexo feminino portadora de
leucemia mieloide cronica em crise blastica™. As células sdo arredondadas e ndo
aderentes (Lozzio e Lozzio, 1975; Drexler, 2001). A Lucena 1 ¢ uma linhagem
celular resistente a diversas drogas e foi selecionada a partir da linhagem K562. A
células que constituem esta linhagem foram inicialmente selecionadas para
resisténeia a vincristina®'. Esta linhagem apresenta diferencas em sua expressio
proteica, ¢ em seu citoesqueleto. Quando comparada a K562, ela apresenta
resisténcia a radiagdo UV e a diversas drogas, incluindo a cisplatina (Rumjanek et
al.,2001). A HCT116 ¢ uma linhagem celular maligna isolada de um paciente do
sexo masculino com carcinoma de cdlon. As células sdo do tipo epitelial,
aderentes e se apresentaram tumorgénicas em ratos. A H460 ¢ uma linhagem
celular obtida a partir do fluido pleural de um paciente do sexo masculino com

cancer de células grandes de pulmao. Esta linhagem ¢é aderente, tumorgénica ¢ ndo

2 Crise blastica é a fase final da evolugdo da leucemia mieloide cronica, e comporta-se
como uma leucemia aguda, com rapida progressdo e sobrevivéncia curta.

2! Vincristina é um alcaloide da vinca utilizado com quimioterapico, com atividade
antimitotica.
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apresenta grandes mutagdes em seu DNA se comparada a células grandes de

pulmdo normais (Banks-Schlegel e Quintero, 1986).

2.6 Técnicas utilizadas

2.6.1 ICP-MS

A espectroscopia de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS)
pode ser utilizada para determinar a composi¢cdo isotopica e concentracdo de
grande parte dos elementos da tabela periddica. Ao serem nebulizadas, a partir de
uma solu¢do liquida, as amostras passam por processos que levam a secagem da
névoa, atomizagdo e ionizagao ao longo de seu tempo de residéncia no plasma de
alta temperatura. Uma fra¢do dos ions que penetram no espectrometro de massa
sdo entdo separados e determinados. Como existe uma funcdo de calibracio
estabelecida entre a quantidade de analito em solugdes padrdes e o sinal produzido
na detecgdo, a quantificacao pode ser realizada com exatiddo. A sensibilidade da
técnica varia em funcdo dos elementos, como resultado das diferengas de: 1)
facilidade de ionizagdo; 2) niveis de fundo de elementos no ambiente; 3) o efeito
imposto pela matriz da amostra e 4) as interferéncias de combinagdes de dtomos
que formam ions com a mesma razao massa/carga que o elemento a ser detectado.

Na Figura 8 ¢ apresentada a estrutura de um espectrometro de massa com
fonte de plasma indutivamente acoplado. O equipamento possui um sistema de
introdugdo de amostra, responsavel por admitir uma quantidade suficiente de
amostra com caracteristicas adequadas para ndo perturbar o plasma a ponto de
extingui-lo ou desestabiliza-lo, além de uma tocha com uma vazdo suficiente de
argodnio para manter o plasma aceso. O plasma ¢ iniciado através de uma descarga
Tesla através do fluxo de argonio. Esta descarga retira elétrons de alguns atomos
de argdnio e um campo magnético oscilante gerado por uma bobina de inducao
acoplada a um gerador de radiofrequéncia estabiliza os cétions de argonio e os
elétrons. Uma reacdo em cadeia se estabiliza rapidamente nesta regido formando o
plasma. As temperaturas alcangadas no plasma variam entre 6000 ¢ 10000 K, e,
virtualmente todas as moléculas que chegam ao plasma sdo dissociadas e os

elementos ionizados. Desta forma o ICP é uma fonte de ions muito abundante,
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adequada para a determina¢do de aproximadamente 70% dos elementos da tabela

periddica.

5) Quadrupolo  6) Detector

1) Amostra

=

Bombas

Turbo

Figura 8: Esquema da estrutura de um espectrometro de massa com fonte de plasma

indutivamente acoplado usado para medigdes por ICP-MS.

Os ions sdo conduzidos ao analisador de massa através de uma interface de
pressdo intermedidria a pressdo atmosférica da fonte de ICP e o alto véacuo
caracteristico da operagdo do espectrometro de massa. A diferenga de pressao e/ou
uma diferenga de potencial aceleram os ions que deixam o plasma em dire¢do ao
detector. Apds a passagem pela interface, o feixe de ions ¢ colimado e as
particulas tem sua energia cinética ajustada em uma lente i0nica.

Alguns elementos sofrem interferéncia de isdbaros ou de ions poliatdmicos
produzidos pelas condi¢cdes extremas do plasma. No caso das interferéncias
poliatdmicas, elas podem ser contornadas com a escolha de iso6topos livres de
interferéncia para se realizar o monitoramento do elemento de interesse, ou com a
utilizagdo de células de colisdo/reacdo que eliminam estas espécies do feixe de
ions. O principio de funcionamento destas células consiste na passagem do feixe
de ions através de uma regido contendo um gas de colisdo/reagdo que resulta na
desestabilizacdo das espécies poliatdmicas interferentes.

Os ions entram entdo em um analisador de massa do tipo quadrupolo que
emprega um campo elétrico cuja magnitude ¢ variada continuamente e cuja
polaridade se alterna sucessivamente de modo a estabilizar a trajetoria de ions,

com uma razao massa/carga definida, até o detector. Todas as outras espécies
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i0nicas que ndo tem a mesma razao massa/carga sao desestabilizadas e desviadas
do caminho do detector. O detector converte a energia de colisdo dos ions em
sinal elétrico que ¢ amplificado para ser registrado.

As determinagdes por ICP-MS sdo extremamente sensiveis permitindo a
deteccdo de Pt em niveis ng kg™'. Sua caracteristica multiclementar permite a
utilizagdo de padrdes internos € o monitoramento tanto de varios elementos de
interesse, quanto o de diferentes is6topos do mesmo elemento, oferecendo
informagdes valiosas sobre as amostras e permitindo diversas abordagens
analiticas para a determinacdo e quantificacdo elementar em matrizes bioldgicas.
Por exemplo, esta ¢ uma ferramenta extremamente util na determinacdo da
concentragdo total de metais em sangue, o que ¢ fundamental para a realizag¢do de
estudos farmacocinéticos, pois a concentracao elementar total fornece informagao
sobre a absorcdo e efluxo das drogas pelas células. Além disso, essas informagdes

sao fundamentais para a realizacao de balangos de massa.

2.6.2 HPLC e HPLC-ICP-MS

A andlise de especiagdo consiste na determinacdo de todas as espécies
quimicas que contém um determinado elemento em uma amostra. Para fazer a
especiacao da platina ¢ necessario o emprego de técnicas de separacdo capazes de
isolar cada uma destas espécies para posterior deteccdo por uma técnica de
espectrometria atomica. A principal ferramenta utilizada para este fim é o
acoplamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com a técnica de
ICP-MS.

A técnica HPLC utiliza uma bomba para produzir uma vazao continua de
fase movel liquida em alta pressdo (15 a 300 bar) com o minimo de oscilagdo. A
fase movel conduz a amostra através de uma coluna cromatografica onde os
analitos de interesse sdo idealmente separados (por causa de interacdes
diferenciadas entre as espécies quimicas, a fase movel e a fase estacionaria da
coluna) em zonas para serem detectadas em sequéncia ao passarem pelo sistema
de deteccdo, o que produz, ao fim da corrida, um cromatograma. Uma

representacdo esquematica de um cromatografo a liquido ¢ apresentada na Figura

9.
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As fases moveis sao degaseificadas, pois em um sistema em alta pressao os
gases dissolvidos produzem oscilagdes indesejaveis que provocam ruido
(flutuacdes) na linha de base dos cromatogramas. Quando mais de um solvente
esta disponivel num sistema, a composi¢do da fase mével é definida, de forma
fixa (elui¢do isocratica) ou com a variagdo de proporcao relativa de solventes
(eluigdo com gradiente), pelo ajuste das valvulas que admitem um percentual de
cada componente no sistema, sendo homogeneizadas num misturador. A amostra
pode ser introduzida manualmente no sistema em alta pressdo através do
carregamento de solugcdo da amostra numa valvula multicanal. Um volume pré-

estabelecido ¢ introduzido em uma alga de amostragem (“loop”), e com um

movimento da vélvula, o fluxo de fase movel passa por dento do “loop”

conduzindo a amostra a coluna cromatografica.

Figura 9: Representacdo esquematica de um sistema de HPLC. 1) fases moveis, 2)
desgaseificador, 3) valvula de mistura (determina a composicdo da fase moével), 4) camara de
mistura, 5) bomba HPLC, 6) valvula multicanais para introducdo de amostra, 7) al¢ca de amostragem
para introdugdo de amostra, 8) pré-coluna, 9) coluna cromatografica, 10) sistema de detecgdo, 11)

computador para integracdo dos dados, 12) rejeito.

Com base nos diferentes mecanismos de separacdo, a cromatografia liquida
pode apresentar diferentes subdivisdes. Considerando-se a separagdo baseada nas
diferencas das afinidades de troca i0nica, a técnica de separagdo ¢ conhecida como
cromatografia de ions (IC) (Ettre, 1993). Para tanto, os seguintes principios de
separac¢do associam-se a IC: troca i6nica, formacao de par idnico e exclusdo iOnica
(Schwedt, 1985). Dentre os diferentes tipos de cromatografia de ions, a

cromatografia de pareamento io6nico (IPC) recebe uma atencdo especial, uma vez
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que possibilita a separagdo de diferentes ions, moléculas organicas ionizadas e
ions complexos, utilizando 0 mesmo mecanismo de separagdo. A esséncia deste
modo de separagdo consiste na modificagdo dindmica da superficie da fase
estacionaria apolar empacotada para a adsor¢do de ions hidrofobicos
possibilitando a separacdo de solutos i6nicos organicos e/ou inorganicos (Cecchi,
2008). Para tanto, ¢ usualmente adicionado, junto a fase movel, um reagente de
pareamento 16nico (IPR).

O mecanismo para IPC de aplicado a separagcdo de fragmentos de DNA
segue 0 modelo de particdo, em que a formagdo dos pares idnicos ocorre em
solucdo (formados entre ion € molécula parcialmente carregada do DNA e entre o
mesmo com o IPR) seguida pela retencdo do par idnico pela fase estaciondria
(Gjerde, Hanna e Hornby, 2002). Uma série de variaveis influem no
comportamento de retengdo das espécies envolvidas, sendo a escolha das fases
estaciondria ¢ movel as mais criticas. A maioria das separacdes sdo feitas com
fases estaciondrias convencionais de alquil-silica, em geral C18 e C8. Na fase
moével, um modificador organico, o qual ¢ adicionado para aumentar a
solubilidade do analito, melhora a interagdo da fase estacionaria apolar
empacotada e ajustando a retencdo e seletividade do analito. A eluigdo por
gradiente evita o uso de condi¢gdes extremas de pH e resulta em sinais mais
estreitos e resultados rapidos. Aditivos, que sdo reagentes utilizados para mascarar
ions de metais que prejudicam a eficiéncia cromatografica, podem ser
adicionados. A estrutura e concentracao do IPR devem ser ajustados caso a caso,
pois possuem diferentes estruturas e carga, logo apresentam diferentes efeitos
sobre a retengdo do analito. O pH da fase determina o grau de ionizag¢do dos
solutos e, com isso, a magnitude das interacdes eletrostaticas podendo ser
utilizado para regular a seletividade (Cecchi, 2008). Finalmente, a volatilidade do
contra fon IPR ¢ importante quando a IPC ¢ hifenada a espectrometria de massa
com ionizagdo por eletrospray (ESI-MS), além de influenciar a reteng¢do do analito
(Cecchi, 2008).

Os principais parametros que devem ser ajustados ao acoplar-se um sistema
de HPLC a um de ICP-MS sdo: i) a escolha da fase estaciondria e suas
caracteristicas fisicas, ii) a composi¢do da fase movel, iii) o tipo de elui¢do e sua
vazdo; além de iv) a temperatura do sistema de separacdo. Deve-se também

estabelecer uma estratégia para o monitoramento da estabilidade do sinal do ICP-
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MS ao longo da corrida cromatografica. Uma vez que corridas utilizando fases
moveis organicas, gradientes de composi¢do e corridas muito longas, podem gerar
instabilidades no sistema ICP-MS por causa da deposi¢do de fuligem sobre os
cones e lentes i0nicas, ou desestabilizacdo do plasma devido a uma grande carga
de compostos organicos provocando sua extingdo. A padronizag¢dao interna com
uma espécie quimica adequada minimiza tais problemas.

A determinagdo de fragmentos de DNA contendo platina por HPLC-ICP-
MS ¢ importante para a investigagdo de biomarcadores. Como o principal
mecanismo de a¢do das drogas a base de platina ¢ baseada em sua ligagdo ao
DNA, esta técnica permite a avaliagao dos produtos da interacdo da droga com o
sistema bioldgico, permitindo fazer especulagdes sobre os efeitos e a resisténcia

celular.

2.6.3 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo ¢ uma técnica adequada para a contagem, avaliacdo e
classificagdo de particulas em suspensdao em um liquido. Os citdmetros de fluxo,
como sao chamados os equipamentos utilizados para esse fim, tém como principio
basico aspirar células ou particulas de uma suspensao forgando-as a passar por
uma camara de foco hidrodinamico (Figura 10) que faz com que as células fiquem
envolvidas e centralizadas num fluxo continuo de liquido (sheath fluid) e saiam
desta camara, uma atrds da outra, de modo que uma tunica célula, por vez, seja

interceptada por um feixe de laser (Figura 10). Ao interagir com o laser, dois tipos

—

@/ ‘N%

Figura 10: Representacdo esquematica de um citdmetro de fluxo. 1) laser, 2) ponto de

leitura, 3) foco hidrodinamico, 4) detector frontal, 5) espelhos dicroicos, 6) detectores.
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de fendmenos fisicos ocorrem ¢ fornecem informacoes acerca da célula.

O primeiro fenomeno € o espalhamento da luz, que ocorre de acordo com as
caracteristicas morfologicas e estruturais da célula; o espalhamento frontal ¢
captado no detector frontal e esta relacionado com o tamanho das células, ja
o espalhamento a 90° ¢ detectado em um dos detectores laterais e esta relacionado
com a granularidade da célula ou particula.

O segundo fendmeno ¢ a fluorescéncia. No caso, quando as células
previamente marcadas com agentes fluorogénicos, sdo excitadas pelo laser, elas
emitem radiagdo eletromagnética com comprimento de onda maior que a da
radiacdo de excitacdo (fluorescéncia), que ¢ utilizada para se examinar aspectos
bioquimicos, biofisicos e moleculares das células. Uma série de lentes colocadas
proximas desta zona de interceptacdo coleta parte da luz, emitida isotropicamente.
O feixe tem seus comprimentos de onda separados por espelhos dicroicos,
geralmente os equipamentos comerciais podem detectar quatro comprimentos de
onda simultaneamente. Estes feixes sdo direcionados a tubos fotomultiplicadores
que convertem fotons em sinais elétricos que sdo amplificados e transformados

em informagao digital.
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A analise de viabilidade celular por citometria de fluxo pode ser feita
marcando as células com um intercalante de DNA fluorescente. Em amostras
onde as células estdo integras (Figura 1la) observa-se um sinal de maior
intensidade, relativo a células em seu estado normal (Gl) e um pequeno vale
referente a células que estdo iniciando o processo de replicagdo de seu material

genético (S). Além disso, um segundo sinal (G2), referente a células que ja
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finalizaram a duplicacdo de seu DNA, mas ainda ndo se separaram pela mitose, ¢
observado. Nas amostras onde as células estdo entrando em apoptose
(Figura 11-b), observa-se o aparecimento de uma banda na regido sub-G1 (AO).
Esta banda ¢ oriunda de células que entraram em apoptose e tem seu conteudo de
DNA diminuido devido a perda de fragmentos de menor massa molecular, ou de
corpos apoptoticos contendo quantidades de DNA menores que uma célula

normal resultando, nos dois casos, em uma menor intensidade de fluorescéncia.

2.6.4 Extracao de DNA e eletroforese em gel

A extragao de DNA da célula ¢ uma etapa importante para determinagao da
eficacia das drogas a base de platina, uma vez que o principal mecanismo
citotoxico é a formacio de adutos de DNA. E importante garantir que nenhuma
fragdo seja perdida, e também que ndo haja degradacdo do material genético
extraido.

A extracdo do DNA baseia-se no rompimento das membranas celulares,
degradagdo das proteinas que mantem o DNA enovelado e inativagdo das enzimas
que degradam o DNA. Em seguida, o DNA ¢ precipitado alterando-se a forca
16nica da solucdo, com adi¢ao de solventes onde o DNA ¢ menos solivel e com a
diminuicdo da temperatura. Uma vez precipitado, o DNA ¢ separado do
sobrenadante por centrifugagdo, lavado e ressuspenso no solvente adequado para
as andlises posteriores (Herrmann et al., 1994), (Van Der Burg et al., 2011),
(Zeugin, 1985).

A eletroforese ¢ uma técnica de separacdo de moléculas carregadas em um
campo elétrico. Na eletroforese em gel, as moléculas sdo separadas conforme seu
tamanho, forma e carga. As moléculas de DNA apresentam cargas negativas nos
grupos fosfato devido a sua ionizagdo em meio aquoso. Esta carga ¢
uniformemente distribuida ao longo da molécula fazendo do DNA um
polieletrélito, o que favorece a separagdo por eletroforese. Para a separagdo de
DNA, utiliza-se geralmente o gel de agarose devido a suas caracteristicas
mecanicas, tamanho de poro e custo. As moléculas de menor razdo massa/carga,
que reflete indiretamente a sua massa molecular migram mais rapidamente.

Quanto maior a concentragdo de agarose no gel, mais lentamente a migracao
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acontecera, ¢ moléculas muito grandes, como o DNA genomico integro, podem
nem mesmo entrar no gel.

A separacdo de fragmentos de DNA por eletroforese em gel ndo permite a
determinagdo da presenga de metais ligados a estes fragmentos. Para este fim
pode-se extrair os fragmentos do gel e se proceder uma analise por HPLC-ICP-

MS.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812623/CB

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812623/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812623/CA

55

3. Materiais e Metodologia

3.1 Materiais
3.1.1 Reagentes

A cisplatina utilizada nos experimentos foi o farmaco comercial
Tecnoplatin, da marca Zodiac (Brasil). Utilizou-se uma ampola de 100 mL com
50 mg de cisplatina, resultando em uma concentragdo da droga de 500 mg L' e
uma concentragdo de Pt de 325,1 mg L. A carboplatina utilizada foi o fairmaco
comercial Tecnocarb, também da marca Zodiac (Brasil). Utilizou-se um frasco-
ampola contendo 450 mg de carboplatina em 50 mL, isto &, 9 g L™, representando
uma concentragio de platina de 4,7 g L. A oxaliplatina utilizada também foi o
farmaco comercial na forma de p6 produzido pelo laboratorio Eurofarma (Brasil).
Cada frasco ampola contem 50 mg de oxaliplatina e a reconstitui¢do foi feita
segundo informacdes do fabricante.

A 4gua utilizada, excetuando quando especificado, foi do tipo ultrapura,
com resistividade de 18,2 MQ cm a 25°C, obtida com um sistema ultrapurificador
de agua da marca Millipore (EUA) modelo Milli-Q A10 gradiente.

Para o preparo das amostras de drogas contendo platina utilizou-se cloreto
de sédio (Merck). Para o preparo das fases méveis utilizadas para separacao das
drogas em solugdo utilizou-se acido férmico (Sigma-Aldrich), hidroxido de
amoénio (Vetec), e metanol (Merck). Os gases argonio 5.0, hélio 5.0 e hidrogénio
5.0 (White Martins, Brasil) foram usados.

Para a cultura de células e experimentos de citometria de fluxo, utilizou-se
as linhagens K562 e Lucena (gentilmente cedidas pela Professora Vivian
Rumjanek, UFRJ), HCT-116 (Sigma-Aldrich) e o H460 (gentilmente cedida pela
professora Morgana Castelo Branco, UFRJ). O meio de cultura RPMI - 1640%* foi
adquirido da Sigma-Aldrich (EUA) ou da Gibco (EUA) assim como o soro fetal

22 o~
Composig¢do apresentada no anexo I.
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bovino e a penicilina com estreptomicina. O etanol 70% foi o de grau comercial e
o tampao fosfato-salino™ (PBS) foi obtido da Vetec (Rio de Janeiro) ou da Sigma-
Aldrich. Hipoclorito de so6dio foi o de grau comercial. Iodeto de propideo (IP),
hidrocloreto de verapamil e Rhodamina 123 foram da Sigma-Aldrich. O diéxido
de carbono 99,5% foi da White Martins. O argonio (grau 5.0) foi da Lynde gases
(Brasil).

Para a extracgdo de DNA e eletroforese em gel utilizou-se
nonil fenoxipolyetoxiletanol (NP-40®) (Merck), EDTA (Sigma-Aldrich), tampao
tris(hidroximetil) aminometano (Tris) da Sigma-Aldrich, 4cido cloridrico (Vetec),
dodecil sulfato de sodio (SDS) da Sigma-Aldrich, RNAse** (Affymetrix, USA),
Proteinase-K*° (Sigma-Aldrich), acetato de sodio (Vetec), N',N'-dimethyl-N-[4-
[(E)-(3-methyl-1,3-benzothiazol-2-ylidene)methyl]-1-phenylquinolin-1-ium-2-yl]-
N-propylpropane-1,3-diamine (SYBR Green") da Molecular Probes, Inc., USA. O
etanol absoluto, o 4cido acético e o 4cido bdrico foram obtidos da Merck. Agarose
de alta pureza, DNA ladder 100 Bp*®, DNA ladder 50 Bp*’ foram da Sigma-
Aldrich.

Para extragdo dos fragmentos de DNA do gel de agarose para posterior
analise por HPLC-ICP-MS utilizou-se o GenElute™ Gel Extraction kit (Sigma-
Aldrich) composto por uma solugdo de preparo da coluna, uma solucdo de
solubilizacdo de gel, uma solugdo para lavagem, uma solucdo de eluicdo dos
fragmentos de DNA e colunas de preconcentracao. Além das solu¢des contidas no
kit utilizou-se etanol absoluto e isopropanol, ambos da Sigma-Aldrich.

Para a andlise de fragmentos de DNA por HPLC-ICP-MS utilizou-se
acetonitrila (Sigma-Aldrich), metanol e trietil-amina da Merck, EDTA (Vetec),
acido acético (Merck) e DNA ladder 100 BP (Sigma-Aldrich).

# 0 PBS utilizado é comercializado pronto, tem uma concentragio de 10 mmol L' de
fosfato e pH de 7,4. A concentragdo de outros sais como NaCl, ou KCI pode apresenta pequenas
variacdes.

** Enzima para clivagem de RNA presentes em extrato celular afim de evitar contaminagao
do DNA extraido.

2 A proteinase-k ¢ utilizada para remocio das proteinas associadas a0 DNA, que conferem
sua estrutura cromossomal, liberando a dupla fita como uma molécula linear.

2 Em uma traducdo livre, é uma escada de DNA, i.e. mistura de moléculas de DNA com
diferentes tamanhos de fita, variando de 100 pares de base (BP). A menor cadeia apresenta 100 BP
e a maior 1000.

27 Similar ao DNA ladder 100 BP, a menor cadeia, neste caso, apresenta 50 BP e a maior
3500.
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3.1.2 Materiais

Para todos os procedimentos utilizou-se tubos de centrifuga descartaveis de
15 e 50 mL (Sarstedt, Alemanha, Corning, EUA, ou TPP, Suica), tubos tipo
eppendorf 1,5 e 2,0 mL (Eppendorf, Alemanha ou Brand, Alemanha). Para as
culturas de células utilizou-se placas descartaveis de cultura de 6, 12 e 24 pogos
(TPP, Suica). Pipetas automadticas de volume fixo de 200, 500 e 1000 pL (Kacil,
Brasil) e pipetas automaticas de volume variavel de 100 a 1000 pL, 20 a 200 pL,
10 a 100 puL, 1 a 10 puL, 0,5 a 10 puL, e 0,1 a 2 pL (Gilson, EUA, Eppendorf,
Alemanha, ou Labmate, Brasil) foram usadas.

O gelo seco foi produzido utilizando-se uma camara de expansao para CO,
desenvolvida e gentilmente cedida pelos pesquisadores do Laboratorio de
Metrologia Térmica do Inmetro.

As fases moveis foram filtradas com membranas 0,45 pum de didmetro de
poro, hidrofilicas e hidrofébicas de acordo com as caracteristicas da fase movel e
um suporte para filtracdo (Millipore, EUA). Como fases estaciondrias foram
testadas colunas Zorbax C18 (150 mm de comprimento e 2,1 mm de diametro
interno, particula de 5 um, Agilent, Japao); PRP-X100 (250 mm de comprimento
e 4,6 mm de diametro interno, particulas de 5,0 pm, Hamilton, USA); Discovery
HS F5 (250 mm de comprimento e 4,6 mm de didmetro interno, particulas de 5,0
um, Sigma-Aldrich, EUA) e Discovery HS F5 (150 mm de comprimento e 2,1
mm de diametro interno, particulas de 3,0 um, Sigma-Aldrich, EUA), Superdex
200 10/300 (GE, EUA).

3.1.3 Instrumentos

As determinagdes de platina foram feitas com espectrometro de massa com
fonte de plasma indutivamente acoplado 7500 cx (Agilent, Japao) equipado com
um amostrador automatico modelo A90, um nebulizador tipo Meinhard® de
microvazdo (100 pL min™), cAmara de nebulizagio tipo Scott acondicionada em
um sistema Peltier de controle de temperatura, cones de niquel, e uma célula de
reagdo/colisao tipo octapolo. A otimizagdao dos tempos de lavagem, enchimento e

estabilizacdo foi realizada utilizando-se um cronémetro digital.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812623/CB

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812623/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812623/CA

58

As separacdes cromatograficas das drogas em solugao aquosa foram obtidas
com um sistema cromatografico a liquido de alta eficiéncia série LC1200 (Agilent
Technologies, Japao) equipado com uma bomba quaterndria, um degaseificador
de fase movel, um forno para controle de temperatura das colunas. A detecgdo das
espécies de Pt foi realizada exclusivamente por ICP-MS visto que o acoplamento
HPLC-ICP-MS foi usado.

Para a cultura de células utilizou-se uma capela do fluxo laminar HLFS 09S
(Veco, Brasil) e uma estufa para cultura DS-LE (LTS, Brasil). Um microscépio
optico (Leica, Alemanha) foi utilizado para avaliagdo visual das culturas. As
células foram contadas utilizando-se uma camara de Neubauer (Boeco,
Alemanha). As células foram depositadas utilizando-se uma centrifuga refrigerada
5810 R (Eppendorf). As determinacdes de viabilidade e estudos de funcionamento
de bombas de membrana das culturas foram realizadas em um citometro de fluxo
FACScalibur 200 (Becton Dickinson, EUA).

Para a extracdo de DNA e para a eletroforese em gel utilizou-se uma
centrifuga 5415 R (Eppendorf) e um banho termostatizado (Nova Etica, Brasil).
Para quantificagdo do DNA utilizou-se um espectrofotometro de absorgao
molecular no UV/vis Nanodrop (Thermo Fisher Scientific, EUA). Para fornecer a
diferenca de potencial para as separacdes eletroforéticas foi utilizada uma fonte
estabilizada ajustdvel PowerPack (BioRad, EUA). Os géis foram revelados e
posteriormente cortados utilizando-se uma camara de transiluminagdo no UV para
registro ChemiDoc MP System também da BioRad.

Para a separagdo cromatografica dos fragmentos de DNA foi utilizado um
sistema cromatografico a liquido de alta eficiéncia Flexar (Perkin Elmer, EUA)
composto por um gerenciador de fases modveis com degaseificador, um
amostrador automatizado, forno para estabiliza¢dao térmica das colunas e bomba
HPLC quaternaria. A detecgdo de espécies contendo platina, fésforo e rédio foi
feita utilizando-se o espectrometro de massa com fonte de plasma indutivamente
acoplado e com célula de reacdo modelo Elan DRC II (Perkin Elmer, EUA)
equipado com nebulizador Mira Mist, com uma camara de nebulizagdo ciclonica e
com controle de temperatura Isomist® (Glass Expasion, EUA). Os cones de
amostragem e “skimmer” foram ambos de platina. O acoplamento entre os dois
equipamentos foi feito através de uma valvula automatica EV750-100-S2 (Cetac,

EUA) e por uma bomba peristaltica Minipuls III (Gilson, Franca), utilizada para
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adequacdo da vazdo de fluido admitido no ICP-MS e introducao de solucao de
padrdo interno. As determinagdes de pH das fases moveis foram realizadas em um
pHmetro MP 230 (Metller Toledo, Suica). As fases moveis foram degaseificadas

em um banho ultrassonico modelo Ultra Cleaner 1400A (Unique, Brazil).

3.2 Procedimentos

3.2.1 Especiacgao de platina em drogas com acoplamento
HPLC-ICP-MS

A especiacao de platina em drogas, seja na forma original ou na forma de
produtos de hidrolise, ¢ fundamental para o entendimento de suas
farmacocinéticas, possibilitando o entendimento da estabilidade das drogas em
diferentes meios. Além disso, neste trabalho se estabeleceu o acoplamento das
técnicas de HPLC e ICP-MS na PUC-Rio (sistema ilustrado na Figura 12), uma
vez que tal procedimento nunca havia sido realizado ali. Inicialmente os métodos
foram desenvolvidos e testes realizados para verificar a confiabilidade do sistema
HPLC-ICP-MS.

As solugdes estoque das drogas foram diluidas em solug¢dao aquosa de NaCl
0,9% ou diretamente em agua. As diluicdes posteriores foram conduzidas
imediatamente antes do inicio dos experimentos.

Um dos componentes da fase movel consistiu de uma solucdo aquosa
preparada com NH,OH para obter-se uma concentracio final 0,1 mol L™, onde se
adicionou acido férmico para ajustar o pH em 4,5. Metanol foi adicionado para se
obter uma propor¢do final, em volume, de 4%. No canal A do sistema
cromatografico utilizou-se agua ultrapura, no canal B utilizou-se a fase movel
descrita ¢ no canal C utilizou-se metanol. Na otimizacdo das condigOes de
separagdo, os parametros investigados foram: colunas cromatograficas, vazao da
fase movel e o programa de gradiente. Os parametros foram variados um de cada
vez até se obter as condi¢cdes de separagdo para as drogas. As condigdes que

permitiram isso sdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Condigdes otimizadas para separagdo das espécies de Pt das drogas e seus

produtos de hidrolise com detecgdo por ICP-MS

Coluna

Discovery HS F5 (150 x 2.1 mm)

Fase movel A

H,O

Fase movel B

20 mmol L' formato de aménio

Fase movel C

MeOH

Vazio 0,50 mL min™'

Volume de Injecao 5uL

Temperatura do forno 45 °C

Gradiente
Tempo (min) A(%) B(%) C(%)

0,0 80 20 0

6,0 73 20 7

13,0 73 20 7

13,5 80 20 0
20,0 80 20 0
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3.2.2 Cultura de células

As células foram cultivadas em estufa para incubagdo celular & 37°C em
atmosfera contendo 5% de CO,. Elas foram cultivadas em placas de poliestireno
estéreis de 6, 12 e 24 pogos. A quantidade de células utilizadas nos experimentos
foi determinada utilizando-se a camara de Neubauer e microscopio Otico. As
células foram cultivadas em meio de cultura RPMI-1640, enriquecido com 10%,
em volume, de soro fetal bovino. As culturas foram tratadas com doses adequadas
de penicilina e estreptomicina.

Toda a manipulagdo das culturas para manutengdo, expansao, exposicao as
drogas e troca de meio de cultura foram conduzidas em uma capela de fluxo

laminar esterilizada previamente com luz UV.

3.2.3 Determinagao de metabolismo celular da cisplatina

A viabilidade das células foi determinada utilizando-se um citometro de
fluxo de bancada. No estudo de viabilidade celular, avaliou-se o indice de morte
celular tratando as culturas com concentragoes de 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 5,0; 10,0 e
50 pg mL™ de cisplatina.

A metodologia consistiu em marcar as células tratadas e os respectivos
controles com iodeto de propideo. As amostras foram inseridas no equipamento
por auto-aspiragdo. Entre uma amostra e outra, o equipamento foi lavado com
solugdo de hipoclorito de sédio e com agua. O liquido utilizado para carrear as
células foi PBS comercial (10 mmol L™ e pH 7,4). Os dados foram obtidos e
tratados utilizando-se o software BDCellQuest Pro (Becton, Dickinson, EUA). No
estudo de cinética as células foram expostas a cisplatina por intervalos variando
de0a72h.

Para um melhor entendimento do sistema celular K562/Lucena, realizou-se
um estudo do mecanismo de efluxo da cisplatina do meio intracelular através de
bombas de membrana.

Este estudo foi conduzido avaliando-se cinco situagdes distintas através da
citometria de fluxo. Na primeira situacdo mediu-se o controle para avaliar a

autofluorescéncia da célula. Em seguida (segunda situagdo) expos-se a célula a
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rodamina (um fluorocromo®), que é reconhecido pela proteina de membrana Pgp
que posteriormente remove a rodamina da célula. Na terceira situacdo, a célula foi
exposta a cisplatina e ao fluorocromo para avaliar a interferéncia da droga no
comportamento das bombas de efluxo. Em uma quarta etapa, as células foram
expostas a rodamina e a um inibidor de Pgp (verapamil). Nesta etapa pode-se
avaliar a importancia destas bombas por meio da medi¢ao da fluorescéncia da
célula. Caso a atuagdo das bombas seja relevante, quando as bombas sdo inibidas
a fluorescéncia medida deve ser maior, pois a acumulacdo da rodamina na fragdo
citoplasmatica ndo ¢ diminuida pela acdo da Pgp. O ultimo cenario experimental
foi a combinag¢do do fluorocromo, verapamil e cisplatina.

Além dos experimentos com citometria de fluxo, a determinacdo, por
ICP-MS, da concentragdo total de platina no meio de cultura, nos tampdes de
lavagem e de incubagdo, e no “pellet” de células foram feitos para se conhecer as
quantidades de Pt que foram absorvidas pelas diferentes linhagens.

Para a determina¢do da absorcdo da droga pelas células, utilizou-se o
seguinte desenho experimental:

As células foram incubadas por 48 h em meio de cultura RPMI-1640
suplementado com 10% de soro fetal bovino contendo 10 mg mL™" de cisplatina.
Ap6s centrifugacao da cultura, o sobrenadante (meio de cultura) foi coletado para
determinagdo da concentragdo de cisplatina. O “pellet” foi lavado com PBS a 4°C,
que apds nova centrifugagdo, foi coletado para analise. Este procedimento foi
realizado duas vezes para remover toda cisplatina ndo absorvida pelas células.

O “pellet” foi entdo ressuspenso em PBS e incubado na estufa de cultura por
1 h. Decorrido o periodo de incubagdo, a cultura foi centrifugada e o sobrenadante
recolhido para determinacdo da concentracdo de cisplatina. O “pellet” resultante
foi digerido em &cido nitrico 1:1 por 1h, diluido com uma solucdo aquosa de
HNO; a 2% a uma razao 1:10 para a determinagdo da concentragdo de cisplatina.

A concentragdo de platina nas diversas amostras foi determinada por ICP-
MS utilizando uma curva analitica ¢ monitorando-se os isdtopos 194 ¢ 195 da Pt.

As condicdes do sistema sdo apresentadas na Tabela 2 abaixo.

2 ~ . , . ~ . -

¥ Fluorocromos sio agentes que emitem luz apds excitagdo luminosa. Os fluorocromos sdo
substancias que causam fluorescéncia em outras substancias, ou seja, corantes usados para marcar
ou diferenciar outros compostos com “etiquetas” fluorescentes.
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Tabela 2: Parametros instrumentais para determinag@o da cinética de entrada e de saida de

cisplatina da linhagem K562 e Lucena.

Parametro Valor
Poténcia de radio-frequéncia 1500 W
Gas de arraste 0,9 L /min
Gés Make-up 0,28 L/min
Bomba do Nebulizador 0,1 rps
Temperatura da camara de nebulizag¢ao 2°C

3.2.4 Extracao de DNA e eletroforese em gel

O procedimento para extracdo de DNA foi adaptado para recuperar
fragmentos de DNA de células apoptoéticas, isto €, para recuperacao de fragmentos
de DNA com baixo peso molecular (at¢ 50 pares de base ou aproximadamente
32650 g mol™). As culturas de células foram transferidas da placa de cultura para
um tubo apropriado para centrifugacdo de 1,5 mL ou tubos de centrifuga de 15
mL. Em seguida centrifugou-se as culturas a 3000 rpm por 5 min. Desprezou-se o
sobrenadante, com cuidado para ndo perder parte do “pellet” de células. O “pellet”
foi cuidadosamente lavado com PBS gelado (4°C) e tratado, por 10 s, com o
tampdo de lise (1% NP-40; 20 mmol L' EDTA; 50 mmol L™ Tris-HCI com pH
7,5). Utilizou-se 10 pL de tampdo de lise para cada 10° células, sendo que foi
empregado um volume minimo de 50 pL para amostras que continham menos que
5 x 10° células. Nesta etapa foi incluido um controle de recuperagdo de DNA,
DNA ladder 50 BP, e todos os procedimentos foram aplicados ao controle.

Ap6s a aplicacdo do tampao de lise, centrifugou-se a suspensdo por 5 min a
1600 G, o sobrenadante foi coletado cuidadosamente para evitar a coleta de
“debris™® celulares. Ao “pellet” de “debris” celulares foi adicionado o mesmo
volume de tampdo de lise utilizado anteriormente e efetuou-se uma nova

centrifugacdo sob as mesmas condi¢cdes descritas, o sobrenadante foi coletado e

¥ Debris celulares sido fragmentos ndo soltiveis de membrana plasmatica, citoesqueleto,
membrana nuclear, organelas, etc.
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adicionado a aliquota anterior, em seguida, o “pellet” de “debris” foi descartado.
Adicionou-se SDS ao sobrenadante em quantidade adequada para obtengdo uma
solugio aquosa a 1%, e entdo o sobrenadante foi tratado por 2 h com 5 pg uL™" de
RNAse a 56°C. Em seguida, realizou-se a digestdo com 2,5 pg pL™' de proteinase
K por 2 ha37°C.

O procedimento aplicado até aqui produz uma solu¢do contendo os
fragmentos de DNA, residuos de RNA e de proteinas, além das enzimas utilizadas
na digestdo. Para purificagdo do DNA ¢ necessario precipita-lo de forma
especifica. Para isso empregou-se dois métodos descritos a seguir:

Método 1: Apos a digestdo com proteinase adicionou-se um volume de
acetato de aménio 10 mol L™, equivalente a metade do volume de amostra contido
no tubo, e agitou-se até¢ obter uma solu¢do homogénea. Em seguida, adicionou-se
um volume de etanol absoluto, a -20 °C, equivalente a 2,5 vezes o volume total
contido no tubo. A solucao foi deixada em um freezer a -20 °C por 1 h, apds este
periodo a mesma foi centrifugada por 15 min a 12000 g e o sobrenadante foi
desprezado. O precipitado foi lavado com 1 mL de etanol 70% a -20 °C sem a
ressuspensao do precipitado. O etanol foi desprezado e o tubo foi deixado aberto
para secagem por 15 min. O precipitado foi ressuspenso em 200 pL de tampao
Tris-HC1 10 mmol L™, pH 7,0 ou 4gua.

Meétodo 2: Apos a digestdo, adicionou-se um volume de acetato de sddio
3 mol L, equivalente a um décimo do volume de amostra contido no tubo, e
agitou-se até obter uma solucdo homogénea. Em seguida, adicionou-se um
volume de etanol absoluto, a -20 °C, equivalente a trés vezes o volume total de
amostra, misturou-se até a obtencdo de uma solu¢do homogénea e levou-se ao
gelo seco por 20 min.

Apo6s a incubagdo em gelo seco, a solucao foi centrifugada por 15 min a
13000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado cuidadosamente
(sem ressuspendé-lo) com 1 mL de etanol 70% gelado, centrifugou-se por 2 min a
13000 rpm e descartou-se o sobrenadante. O tubo contendo o precipitado foi
deixado aberto por 15 min para secagem do restante do solvente. O precipitado foi
ressuspenso em 20 pL de tampdo Tris-HCI 10 mmol L™, pH 7,0 ou 4gua.

A quantificagdo do DNA extraido foi realizada por espectrofotometria de
absor¢cdo molecular em 258 nm. Esta técnica ndo requer nenhum preparo de

amostra, apenas a calibragdo interna do instrumento e a medi¢ao do branco. Para
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esta determinagdo, pipetou-se 2 plL do tampdo (aquele no qual o DNA foi
ressuspendido) no caminho o6tico do espectrofotdmetro. Em seguida, 2 pL da
amostra de DNA foram colocados no caminho optico do equipamento para se
realizar a medicao.

A separacdo de DNA foi realizada inicialmente utilizando-se eletroforese
em gel. Utilizou-se uma fonte e cuba para eletroforese. Inicialmente preparou-se
uma solu¢do 1,2% de agarose (de alta pureza) utilizando-se um tampao tris-
acetato EDTA (TAE) ou tris-borato EDTA (TBE). A solucdo foi aquecida em um
forno de micro-ondas até a obtengdo de uma solu¢do homogénea. Esta foi vertida
sobre o suporte para moldar o gel, aguardou-se 15 min para a polimerizagao. O
gel foi inserido na cuba de eletroforese de tal maneira que todo o gel ficasse
coberto pelo tampao (o mesmo utilizado para a confeccdo do gel). As amostras e
DNA ladder de 50 BP foram pipetados em seus respectivos pogos. A cuba foi
conectada a fonte para aplicagdo do campo elétrico com a polaridade desejada.
Utilizou-se uma diferenga de potencial de 70 V, por 90 min. As corridas
eletroforéticas foram acompanhadas através de corantes visiveis proprios para
eletroforese em gel (ver Figura 13) e foram interrompidas quando o indicador

laranja chegasse a 2/3 do comprimento do gel.
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Figura 13: Aparato de eletroforese em gel: 1) fonte de potencial, 2) cuba de eletroforese com o
gel submerso em tampao, 3) gel imerso em tampao durante uma corrida, é possivel visualizar os

indicadores para saber quanto a amostra percorreu do gel.

Figura 14: Exemplo de gel de agarose utilizado para separagdo dos fragmentos de DNA

Apos a finalizagdo da corrida, posicionou-se os géis em uma camara para
registro num sistema ChemiDoc MP para fotoregistro das bandas de DNA

transiluminadas no UV.
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3.2.5 Extragao do DNA do gel

Para as amostras que seriam utilizadas para experimentos de HPLC-ICP-
MS, o gel foi cortado utilizando-se o sistema ChemiDoc MP para
transiluminacdo, possibilitando a identificagdo das regides dos géis
correspondentes a cada amostra contendo os fragmentos de DNA menores que
100 pares de base. Os fragmentos de DNA foram extraidos do gel de agarose
utilizando-se um kit GenElute®, seguindo os procedimentos do fabricante
descritos a seguir:

Primeiramente a solu¢do, identificada como wash solution, foi diluida com
12 mL de etanol absoluto, ¢ separada para uso posterior. Pesou-se as fragdes de
gel de interesse em um tubo Eppendorf de 2 mL. Adicionou-se 300 pL de Gel
Solubilization Solution para cada 100 mg de gel de agarose contido em cada tubo.
Os tubos foram fechados e levados a um banho termostatizado, a 55 °C por
aproximadamente 10 min, até que todo o gel fosse dissolvido. A coluna de
preconcentracdo do DNA (Binding colunm) foi colocada em um tubo de 2 mL
onde adicionou-se 500 pL da solug¢do colunm preparation e centrifugou-se o
sistema por 1 min a 14000 g, descartando-se posteriormente o filtrado. Ao tubo
contendo o gel solubilizado, adicionou-se um volume de isopropanol igual ao da
porcdo de gel. A solug¢do foi entdo colocada na coluna de preconcentragdo em
aliquotas de 700 uL e o sistema foi levado a centrifugagdo por 1 min a 14000 g. O
filtrado foi descartado. Este procedimento foi repetido até que toda a solugdo
contendo os fragmentos de DNA fosse utilizada. A coluna de preconcentragao foi
lavada adicionando-se 700 pL da solu¢do de lavagem e levando-se o sistema a
centrifugacdo por 1 min a 14000 g, desprezando-se posteriormente o filtrado.
Inseriu-se a coluna de preconcentragdo em um tubo de 1,5 mL, pipetou-se 50 pL
da solugdo de eluicdo (Elution solution) no centro da membrana da coluna e
encubou-se o sistema por 1 min. O sistema foi levado a centrifugacdo por 1 min a
14000 g. Depois disso, a coluna foi desprezada e o eluato, contendo os fragmentos
de DNA, armazenado a 4 °C para ser posteriormente introduzido diretamente no
cromatografo sem nenhum preparo adicional.

3.2.6 Determinagao de fragmentos de DNA por HPLC-ICP-MS.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812623/CB

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812623/CA


PUC-Rio - Certificacé@o Digital N° 0812623/CA

68

As determinagdes dos fragmentos de DNA por HPLC-ICP-MS foram
realizadas no Inmetro e o sistema hifenado (ilustrado na Figura 15) foi

implementado no Laboratério de Anélise Inorganica (LABIN).

Figura 15: Sistema HPLC-ICP-MS montado no Inmetro.

Para a determina¢do dos fragmentos de DNA por HPLC-ICP-MS foi
desenvolvido um método utilizando-se a cromatografia de par i0nico. Os
principais parametros ajustados foram: a fase estacionaria utilizada, a
concentragdo da fase movel e o gradiente a ser utilizado para permitir a separagao
consistente dos fragmentos de interesse. O método foi otimizado utilizando-se um
DNA ladder de 100 BP. O resumo das condi¢des escolhidas ¢ apresentado na
Tabela 3.

Tabela 3: Condigoes cromatograficas escolhidas para determinago de fragmentos de DNA

contendo platina.

Coluna HPLC Discovery HS F5 (150 x 2.1 mm)
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Fase movel A

Acetato de Trietilamoénio 0,5 M

Fase movel B

Acetato de Trietilamonio 0,5 M em 25% ACN

Vazio 0,17 mL min”
Volume de Injecao 5uL
Temperatura do forno 40 °C
Gradiente
Tempo (min) A (%) B (%)
0,0 100 0
25 70 30
1 0 100
1 0 100
1 100 0
15 100 0
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4. Resultados e discussao

4.1 Estudo de separagao cromatografica aplicado a drogas a

base de platina

No desenvolvimento do método cromatografico para a separagao das
espécies de platina, as primeiras tentativas basearam-se nos experimentos
apresentados por Hann et. al. (Hann et al., 2005; Falta et al., 2011) e objetivavam
a separagdo das drogas contendo platina em sua forma intacta e dos seus produtos
de hidrolise. Além disso, visou-se detectar outras espécies de platina que se
formam em meio aquoso e com fluidos bioldgicos como urina. Nessa etapa,
também se estabeleceu o acoplamento entre um sistema de HPLC com o sistema
ICP-MS, implementando o seu funcionamento na PUC-Rio. As condi¢des de
operacdo do sistema ICP-MS para determinacdo de platina ('**Pt) foram as
indicadas na Tabela 2.

Iniciou-se os experimentos utilizando-se uma coluna para cromatografia de
troca de i6ons Hamilton PRP-X100, e com fase movel aquosa composta por 20
mmol L™ de NH,OH com pH ajustado para 4,5 com uso de acido formico, ¢ 4%
v/v de metanol. Durante a corrida cromatografica, para favorecer a eluicdo das
espécies com mais afinidade com a fase estacionaria, realizou-se um gradiente
com metanol, introduzindo-o através de um canal da bomba quaternaria. A
propor¢ao de metanol puro na fase mével foi aumentada de 0 até¢ 10% entre o
sexto e o oitavo minuto da corrida, em seguida, a composi¢do original foi
retomada. Este regime se mostrou eficaz para separagdo de cisplatina e
carboplatina intactas. Na Figura 16 é apresentado o cromatograma obtido para
uma solugio aquosa contendo 200 pgL™' de cisplatina. J4 na Figura 17 ¢é
apresentado o cromatograma obtido para uma solucdo contendo 50 pugL™’ de
carboplatina e na Figura 18 pode-se observar o cromatograma obtido para uma
solu¢do contendo uma mistura das duas drogas em uma solu¢do aquosa contendo

0,9% NaCl.
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Figura 16: Cromatograma de uma solugio contendo 200 pg L™ de cisplatina em soro

fisiologico.

Os cromatogramas obtidos apresentaram boa resolucdo e permitiram
identificar sinais de espécies de platina previstas para a amostra. No
cromatograma mostrado na Figura 16 observou-se aos 8 min e aos 9 min sinais
relativos aos principais produtos de hidrdlise da cisplatina, os complexos
monoaqua e diaqua, e aos 11 min observou-se o sinal referente a droga intacta.

No cromatograma da Figura 17 se identificou um sinal referente a
carboplatina intacta aos 16 min. Aos 11 min observou-se um sinal de cisplatina
formada pelos ions cloreto e a carboplatina ap6s a hidrolise. J4 aos 8 min € 9 min
observaram-se sinais menores referentes aos complexos monoaqua e diaqua,

produtos de hidrolise comuns a cisplatina e a carboplatina.
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Figura 17: Cromatograma de uma solu¢io contendo 50 pg L de carboplatina em soro
fisiologico.

Os tempos de eluicdo para as diferentes drogas intactas foram adequados
para uma separacao das duas drogas num mesmo cromatograma e nao se esperava
sobreposi¢do de picos, tornando o método adequado para a separacdo dessas
drogas. Na Figura 18 ¢ apresentado o cromatograma de uma amostra contendo as

duas drogas (cisplatina e carboplatina).

Os resultados apresentados na Figura 18 foram coerentes com o esperado,
uma vez que a cisplatina e a carboplatina se decompde nas espécies monoaqua e
diaqua principalmente, e a carboplatina se degrada formando cisplatina em meio
com alto teor de cloreto. Os tempos de retengdo das drogas foram bastante
consistentes nos cromatogramas obtidos com as solugdes isoladas e com a mistura
de drogas. Como a coluna utilizada tinha fase estacionaria menos polar
(caracteristico de cromatografia de fase reversa), mas modificada quimicamente
para a separa¢cdo de anions, observou-se que quanto mais rico em elétrons ¢ a
molécula, maior seu tempo de retengdo. No caso, a carboplatina possui dois
grupos carbonila que lhe conferem maior interagdo com a coluna em relagdo a

cisplatina.
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Figura 18: Cromatogramas apresentando as espécies de Pt presentes em uma solugdo

aquosa da mistura de cisplatina e carboplatina.

Estas condi¢des experimentais ndo se mostraram adequadas para a
observacao da oxaliplatina, ou para a separacdo desta das outras drogas. Variagdes
na concentracdo do tampao da fase movel e nos gradientes utilizados ndo foram
suficientes para obter-se uma separacdo adequada da oxaliplatina. O carater
menos polar desta droga, aparentemente, favoreceu forte interagdo com a coluna
fazendo com que se observa-se banda com uma longa cauda desde os 7 min,
seguida de um aumento continuo da altura da linha de base até o fim do
cromatograma aos 22 min. Ap6és 10 min de condicionamento a linha de base

retornava a sua altura original.

Em seguida, iniciou-se os trabalhos com a coluna Discovery HS F5, que
apresenta um grupamento pentafluorofenil ligado a cadeia CI18, conferindo a
coluna tipica de cromatografia de fase reversa um carater mais polar que
permitiria a separagdo de espécies com diferentes polaridades. Com o ajuste da
fase movel, através de gradientes de metanol, foi possivel separar, em uma unica
corrida cromatografica, as trés drogas estudadas. Este estudo teve um carater de

avaliacdo do sistema cromatografico implementado.

As condigdes cromatograficas para a coluna Discovery HS F5 foram
ajustadas de tal forma a maximizar a separacdo das espécies, melhorando a

resolucdo dos sinais obtidos. A minimizagdo do tempo total de corrida
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cromatografica (medido em fun¢do do tempo de retengdo da espécie mais retida)
foi de fundamental importincia, pois permite maior frequéncia analitica,
economia de argénio e de solventes e diminuicdo de problemas com o sistema
ICP-MS devido a introdugdo de compostos organicos no plasma. Para se
minimizar a quantidade de matéria organica introduzida no plasma, e que poderia
causar instabilidades no mesmo além da deposi¢do de carbono em partes criticas

do sistema, a quantidade de metanol foi minimizada no gradiente de elui¢do. Na

Tabela 4 sdo apresentadas as condi¢cdes cromatograficas escolhidas para
separagdo de uma mistura de cisplatina, carboplatina e oxaliplatina e seus

respectivos produtos de hidrolise.

Tabela 4: Condi¢des cromatograficas otimizadas para separacdo de drogas a base platina

intactas e produtos de hidrélise em meio aquoso e fluidos bioldgicos.

Coluna Discovery HS F5 (150 x 2.1 mm)
Fase movel A Agua
Fase movel B 20 mmol L' formiato de aménio
Fase movel C Metanol
Vazio 0,50 mL min™'
Volume de Injecao SuL
Temperatura do forno 45 °C
Gradiente
Tempo (min) A(%) B(%) C(%)
0,0 50 50 0
6,0 43 50 7
13,0 43 50 7
13,5 50 50 0
20,0 50 50 0

Utilizando-se as condi¢des cromatograficas indicadas obteve-se a separagao
das espécies de platina advindas da hidrolise da cisplatina em soro fisioldgico,
carboplatina e oxaliplatina.

Como previsto, no cromatograma da cisplatina, apresentado na Figura 19,

observam-se dois sinais. O primeiro, com tempo de reteng¢do de 5,5 min, relativo a
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cisplatina intacta e o segundo, com tempo de retengcdo de 7,0 min, foi produzido
pelos produtos de hidrolise do fairmaco. Devido a baixa extensdo da hidrolise no
meio salino, esse sinal ¢ menos intenso que o da droga intacta. O cromatograma
da carboplatina (Figura 20) apresentou um sinal bem definido da droga intacta, no
tempo de retencao de 11 min, e um sinal muito sutil decorrente de degradacao da

droga aos 9 min.
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Figura 19: Cromatogramas da separagdo de espécies de platina em uma solugéo de 50 pg L™

cisplatina em soro fisiologico.

O cromatograma da oxaliplatina (Figura 21) também indicou sinais de que a
droga se apresenta hidrolisada ja em solug¢do. Pode-se observar o sinal relativo a
droga intacta, no tempo de retengdo de 17 min, ¢ um pequeno indicio de
degradac¢do no sinal com retengdo em 7 min.

O cromatograma da mistura das trés drogas (Figura 22) mostrou claramente
os sinais das drogas intactas, e as espécies hidrolisadas. Embora os tempos de
retencdo dos sinais nos cromatogramas das drogas isoladas ndo tenham indicado
sobreposi¢ao destes com produtos de hidrélise, na analise da mistura de drogas,
ndo foi possivel identificar se existe co-eluicdo de espécies nas zonas do
cromatograma da mistura, em especial dos produtos de hidrdlise em torno de 7
min. Seria necessaria uma analise por espectrometria de massa com ionizagao por
eletrospray de modo a se detectar e identificar as espécies moleculares presentes

em cada sinal cromatografico.
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Figura 20: Cromatograma apresentando a separagdo das espécies de platina em uma

solugdo de 50 pg L' de carboplatina
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Figura 21: Cromatograma de uma solugio de 50 ug L' de oxaliplatina em 4gua
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Figura 22: Cromatograma das trés drogas diluidas em um soro fisiologico a 50 pg L' cada
uma.

Nas condi¢gdes escolhidas para a separagdo cromatografica e para a
determinagdo de Pt, iniciou-se testes em matrizes bioldgicas. Para tanto, coletou-
se urina isenta de platina de um voluntirio (j4 que este ndo ¢ um elemento
presente em quantidades mensuraveis nos fluidos biologicos de um individuo
saudavel) e incubou-se oxaliplatina nesta matriz a uma concentragio de 50 pg L.
Fez-se a andlise de especiacdo da platina na urina em dois momentos distintos:
logo apds a adigdo da droga a urina e apos 24 h de incubacdo da droga na matriz.

Os resultados sao apresentados nos cromatogramas nas Figura 23 e 24.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812623/CB

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812623/CA


PUC-Rio - Certificacdo Digital N° 0812623/CA

78

ndance TIC: 001SMPL.D

6000

55001

5000

4500

40001

3500

3000

25001

Intensidade (TIC)

2000

1500

1000

500

LI e e i e L L e e e

> 1.00 200 300 400 500 600 700 800 900 10.00 11.00 1200 1300 1400 15.00 16.00 1700 18.00 19.00

Tempo (min)

Figura 23: Cromatogramas da oxaliplatina solubilizada em urina imediatamente apos o

preparo da solugdo.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812623/CB

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812623/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812623/CA

79

idance TIC: 003SMPL.D
3400 b)
3200
3000
2800

2600

2400

2200

2000

1800

1600

1400

Intensidade (TIC)

1200

\\
1000
800
800
400
200
/ Wbttt

S50 o AN ESULSSPUSUSDSE SOOIl s
> 100 200 300 400 500 600 7.00 800 900 10.00 11.00 1200 13.00 14.00 15.00 16.00 17.00 18.00 19.00

Tempo (min)

Figura 24: Cromatogramas obtido 24 h apés a solubilizagdo da oxaliplatina em urina. “A”
indica os picos comuns encontrados na urina incubada com oxaliplatina e urina advinda de um

paciente tratado com oxaliplatina (ver Figura 25).

Imediatamente apds a fortificacdo com a droga, a amostra foi filtrada com
uma membrana com poros de 0,45 um de didmetro e injetada no sistema
cromatografico (Figura 23). Observou-se um cromatograma muito semelhante ao
da oxaliplatina pura em agua (Figura 21). Apos 24 h de incubagdao, uma grande
quantidade de espécies na amostra, oriundas da rea¢do da droga com minerais e
biomoléculas contidas na urina, foram também detectadas (Figura 24).

Outro experimento foi realizado com a urina de um paciente em tratamento
com oxaliplatina. A amostra foi coletada 72 h apos a infusao da segunda se¢ao de
quimioterapia. A amostra foi conduzida ao laboratério e uma aliquota foi

analisada aproximadamente 1 h apds sua coleta. Em seguida a amostra foi
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acondicionada em geladeira a 4°C. No tempo de 24 h apoOs sua coleta, outra

aliquota foi analisada. Os cromatogramas obtidos sdo mostrados na Figura 25 e na

Figura 26.
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Figura 25: Urina de uma paciente tratado com oxaliplatina coletada 72 h apo6s a infusdo e

analisada 1 h apos a coleta. “A” representa os sinais comuns aos observados na urina incubada
com oxaliplatina por 24 h; e “B” sdo os picos referentes a metabdlitos da oxaliplatina observados

apenas nas amostras oriundas de paciente em tratamento com o farmaco.

No cromatograma obtido logo apds a coleta da amostra detectou-se sinais
com os mesmos tempos de retencdo observados na amostra de urina incubada, por
24 h, com oxaliplatina. Os sinais comuns aos dois cromatogramas estdo marcados
com a letra A nas Figura 24 e Figura 25. O cromatograma da urina do paciente
também apresentou diversas biomoléculas oriundas do metabolismo da
oxaliplatina, que ndo puderam ser observadas na incubacdo in vitro da droga em
urina (marcadas na Figura 25 como B), permitindo inferir-se a presenca de
metabolitos da droga oriundos de outras partes do corpo, que chegaram ao trato

urinario através da filtragdo sanguinea nos rins.
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Figura 26: Urina de um paciente tratado com oxaliplatina coletada 72 h ap6s a infusdo da

droga e analisada 24 h apo6s a coleta apds armazenamento a 4 °C.

Analisando-se a mesma amostra 24 h apds a sua coleta, foi possivel
constatar a degradacdo de alguns metabolitos observados na anélise realizada no
dia da coleta. A modificagdo no nimero de sinais presentes nos cromatogramas,
especialmente os referentes a metabolitos da oxaliplatina marcados na Figura 25
com a letra B, indicando a instabilidade destes metabolitos.

Estudos para conservacdo da amostra em diversas temperaturas foram
realizados acondicionando-as nas temperaturas de 20; 4 e¢ -20. As amostras
acondicionadas nas trés temperaturas testadas apresentaram o mesmo perfil
cromatografico, ap6s 24 h de armazenamento, como o mostrado na Figura 26.
Nesta etapa do trabalho foi possivel avaliar a reatividade das drogas a base de
platina em fluidos bioldgicos e a instabilidade das amostras reais, explicitando
complexidade da especiacdo da platina em urina e a necessidade de se encontrar
uma maneira adequada para preservacdo da amostra. Os estudos também
indicaram a dificuldade em encontrar um biomarcador confiavel e estdvel presente
nesta via, pois a rapida degradacdo dos metabdlitos presentes na urina torna a sua
determinagao dificil.

Com estes experimentos também foi possivel verificar o funcionamento

apropriado e a estabilidade do sistema HPLC-ICP-MS implementadas na PUC-
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Rio. As corridas cromatograficas ndo geraram instabilidades no plasma nem
perdas de sinal perceptiveis no decorrer das analises realizadas j& que ndo foram
observados depositos de fuligem ou de sais sobre os cones do sistema de ICP-MS
e ndo houve necessidade de modificacdo das diferengas de potencial aplicadas as
lentes idnicas, indicando que as mesmas permaneciam limpas durante os
experimentos. Logo a metodologia se mostrou robusta e adequada para os estudos

posteriores (Araujo, 2011).

4.2 Estudos com células

Na tentativa de melhor compreender o metabolismo das drogas a base de
platina iniciou-se o cultivo de células de diversas linhagens para, posteriormente
expo-las as drogas e em seguida avaliar os efeitos obtidos. Na Figura 27 sdo
apresentadas as microscopias de duas linhagens de células em cultura utilizadas
no trabalho. A primeira (Figura 27-a) ¢ da linhagem H460, que se trata de uma
linhagem celular de cancer de pulmdo aderente, isto é, para se estabilizar e
reproduzir a célula necessita estar em contato com a parede do frasco de cultura e
com outras células vizinhas. A segunda linhagem, Figura 27-b, ¢ a Lucena, que ¢

uma leucemia ndo aderente, em que as células crescem envolvidas apenas pelo

meio de cultura.

Figura 27: Células em cultura. a) H460 e b) Lucena.

Primeiramente avaliou-se o indice de morte celular provocado por diversas
concentragdes de cisplatina. Este estudo foi fundamental para a determinacdo da
dose a ser administrada as culturas de modo a proporcionar um indice de morte
celular mensuravel utilizando-se a concentragdo da droga préximo aos niveis

utilizados na clinica. Os estudos para avaliagdo do nivel de apoptose foram
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conduzidos utilizando-se oito (8) concentra¢des entre 0,1 ¢ 50,0 pg mL™' de
cisplatina. Apos a exposi¢do a droga, as células foram marcadas com iodeto de
propideo e avaliadas por citometria de fluxo que produziu os diagramas
presentados nas Figura 28 e Figura 29.

Os experimentos por citometria de fluxo mostram que, inicialmente, a
cultura de K562 apresenta viabilidade normal, a maior parte em G1 indicando que
a cultura estd estavel. Um percentual de células em S indicou que uma fragdo
destas células iniciou o processo de duplicacdo de seu material genético para a
divisdo celular por mitose. O outro pico em G2 ¢ referente as células que ja t€ém
todo seu material genético duplicado e estdo prontas para a divisdao celular.
Quando a concentragdo de cisplatina foi aumentada (ver Figura 28-B) observou-se
uma diminui¢ao do pico de G1 e um aumento do pico em G2. Essa parada de ciclo
indica o tipico dano ao DNA provocado pela cisplatina, quando o sistema de

reparo tenta reestabelecer a estrutura do DNA, enquanto isso nao ocorre mitose.
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Figura 28: Resultados de viabilidade celular por citometria de fluxo. Incubagdo de K562
por 48 h com diferentes concentragdes de cisplatina: A) controle; B) cisplatina 2,5 pg mL™; C)

cisplatina 5,0 pg mL™'; D) cisplatina 10,0 ug mL™;

A medida que o sistema de reparo se mostra ineficiente em remover o dano
causado ao DNA pela cisplatina, inicia-se o processo morte celular por apoptose.
Assim se constatou um aumento da populagdo sub-G1 (M), que representa
células ja fragmentadas com conteudo de DNA menor que de células saudaveis
(Figura 28 C e D). Esta fragmentacdo de DNA ¢ caracteristica do processo de
apoptose tanto células sensiveis (Figura 28) quanto de células resistentes e os

resultados para a linhagem Lucena apresentam o mesmo padrao (Figura 29).
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Figura 29: Resultados de viabilidade celular por citometria de fluxo. Incubagdo de Lucena
por 48 h com diferentes concentragdes de cisplatina: A) controle; B) cisplatina 2,5 pg mL™;

C) cisplatina 5,0 pg mL™"; D) cisplatina 10,0 pg mL™;
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O modelo melhor aceito para a citotoxicidade das drogas a base de platina ¢
sua capacidade de se ligar ao DNA formando adutos contendo platina. Este dano
causado ao DNA, por sua vez, induz a apoptose em células sensiveis. Um
importante mecanismo de resisténcia ¢ a capacidade das células de substituirem
estes fragmentos de DNA danificados pela ligagao com a platina por novas bases,
dando continuidade ao ciclo celular. Estes fragmentos removidos sdo indicados
como possiveis biomarcadores de resisténcia as drogas a base de platina. Este
estudo foi conduzido para determinar as condi¢gdes experimentais que forneceriam
uma boa fragmentagdo do DNA, permitindo uma busca por biomarcadores através

da comparagao dos fragmentos obtidos de células resistentes e células sensiveis.
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Figura 30: Indice de apoptose para linhagem Lucena.

Na Figura 30 ¢ apresentado o percentual de morte da linhagem Lucena em
funcdo da concentracdo de cisplatina. Pode-se observar que concentragdes abaixo
de 5 ug mL™" ndo produzem resultados significativos no periodo de 48 h, e que, &

partir de 10 pg mL™, o nivel de apoptose alcanga um patamar que s é alterado
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para concentracdes muito mais altas. Logo optou-se pelo uso da concentragao de
10 pg mL™" na realizagdo dos experimentos.

O mesmo tipo de avaliacao foi realizado para células da linhagem K562,
entretanto concentracdes mais altas das drogas nao foram testadas devido ao perfil
de resposta observado para concentracdes de 10 pg mL™. Para este nivel, constatou-
se mais de 70% de morte celular, tornando desnecessarios os testes com

concentragdes mais altas de cisplatina. Os resultados sdo apresentados na Figura 31.
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Figura 31: indice de morte celular para linhagem K562.

Os percentuais de morte celular apresentados pela linhagem K562,
conforme previsto, foram maiores que os apresentados pela linhagem Lucena,
evidenciando a resisténcia desta segunda ao farmaco testado.

Além dos estudos do efeito de concentragdo da droga na populagdo de
células, conduziu-se também estudos de tempo de incubagdo da droga. Para tal,
estudou-se tempos entre 2 e 72 h de exposi¢do a cisplatina. Tanto a linhagem
K562 quanto a H460 apresentam sensibilidade significativa a droga em tempos
superiores a 6 h. J4 a linhagem Lucena se mostrou resistente aos efeitos da droga
por um tempo mais longo, com baixos indices de morte em tempos inferiores a 48

h. Para a obten¢do de uma quantidade de fragmentos de DNA apropriada aos
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experimentos subsequentes, ¢ desejavel um indice de morte proximo a 30%. Para
a significincia e possibilidade de comparagdo entre as culturas estabeleceu-se
entdo um tempo de 48 h para os estudos com todas as linhagens de células.

Do ponto de vista da busca pelo entendimento da cinética de entrada e saida
das drogas, através da membrana plasmatica, o estudo com modelo celular foi
fundamental para a definicdo dos experimentos subsequentes desta tese. Por meio
destes pdde-se estabelecer a dose que provocava os efeitos esperados nas
diferentes linhagens celulares, ou seja, como a droga se distribui e as faixas de
concentragdo de platina encontradas em cada fragcdo. Além disso, foi investigado,
através de estudos por citometria de fluxo, um dos possiveis mecanismos de
resisténcia da linhagem Lucena através de um experimento para avaliagdo do
funcionamento das bombas de efluxo nas células. Na Figura 32 sdo apresentados
os resultados obtidos.

Em vermelho observou-se a autofluorescéncia das células (Figura 32-a) e
em verde, a fluorescéncia da célula tratada com 400 nmol L' de rodamina 123,
um fluorocromo, que foi admitido no interior da célula, e ¢ substrato para a bomba
Pgp, isto €, a rodamina ¢ reconhecida pela proteina de membrana e ¢ retirada do
meio intracelular com consumo de ATP (Figura 32-b). Em preto se tem células
tratadas com rodamina e cisplatina (Figura 32-c) e em roxo observa-se as células
tratadas com rodamina as quais foram também tratadas com a adi¢do do inibidor
de bomba verapamil. Esta droga inibe o funcionamento da bomba Pgp,
propiciando um maior acumulo da rodamina no interior da célula e
consequentemente fluorescéncia mais intensa (Figura 32-d). Por fim, em azul,
observou-se o resultado do sistema que foi inibido com verapamil apds a adicao

de cisplatina (Figura 32-¢).
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Fluorescéncia

Figura 32: Avaliacdo do funcionamento das bombas de efluxo Pgp por citometria de fluxo.
a) autofluorescéncia celular, b) célula tratada com 400 nmol L rodamina, ¢) célula tratada com 10
ng mL™! cisplatina e rodamina; d) célula tratada com rodamina e 25 umol L™ verapamil; e) célula

tratada com rodamina, verapamil e cisplatina.

Com este experimento mapeou-se o funcionamento da proteina de membrana
Pgp, que ¢ aceito como um importante mecanismo de resisténcia multi-drogas da
linhagem Lucena (Rumjanek ef al., 2001). Com base na fluorescéncia medida pdde-
se observar que uma grande quantidade de rodamina ¢ admitida na célula durante o
tratamento, praticamente dobrando intensidade de fluorescéncia das células, mesmo
com a atividade da Pgp. A cisplatina tem uma influéncia pequena sobre o
funcionamento da bomba Pgp, diminuindo sua atividade; consequentemente a
fluorescéncia celular ¢ menor na presenca da droga. Tal constatagdo indica que uma
célula tratada com cisplatina nao perde sua habilidade de remover a rodamina do
seu interior, pois a cisplatina nao influencia de forma significativa o funcionamento
da proteina de membrana, que continua a diminuir a concentra¢do da rodamina no
interior celular. Observou-se também que bomba de efluxo ¢ muito ativa na célula,
removendo grande parte da rodamina de seu interior. Isso foi confirmado quando
bomba Pgp foi inibida com consequente aumento da intensidade de fluorescéncia
em uma ordem de grandeza. Isso demonstra a capacidade da Pgp de remover a
rodamina do interior da célula. Isto evidencia que um mecanismo importante de
resisténcia da linhagem Lucena ¢ a atividade da bomba Pgp. Quando se adicionou

cisplatina a este ultimo sistema ndo se observou alteracdo na intensidade da
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fluorescéncia, pois, neste caso, as bombas nao estdo funcionando. Logo, concluiu-se
que a cisplatina ndo exerce nenhum efeito sobre o efluxo da rodamina da célula.
Como ressaltado anteriormente, a bomba de efluxo Pgp ndo atua diretamente sobre
a cisplatina, entretanto as células que apresentam superexpressdo desta proteina
apresentam resisténcia inespecifica a este farmaco, isto ¢, ainda ndo esta
estabelecida uma relagdo direta entre a atuagdo das bombas Pgp e a resisténcia a

cisplatina, mas a resisténcia ¢ observada.

4.3 Experimentos de acumulagao celular de Pt

Paralelamente aos estudos de funcionamento da bomba Pgp, avaliou-se os
niveis de acumulagdo de Pt pelas culturas celulares. O objetivo do estudo foi
avaliar a acumulagdo da droga e metabolitos contendo platina pelas linhagens de
células. Como um dos mecanismos de entrada de cisplatina na célula é por
difusdo simples, havia um receio de que muito do material absorvido pudesse ser
perdido, também por difusdo, durante a retirada das células do meio de cultura e
também durante a etapa de lavagem. Pretendeu-se também avaliar o
funcionamento sistema de efluxo de cisplatina monitorando-se a concentragdo de
Pt em PBS (pH 7.5; 10 mmol L") apés 1h de incubagio das células previamente
expostas a droga.

Para o experimento utilizou-se trés tempos de incubagdo das culturas com
cisplatina: 20, 40 ¢ 60 min. A escolha dos tempos objetivou a redug¢do do indice
de morte e degradacao celular a fim se constatar o efeito da acumulagdo de platina
na célula viva. Apos a incubagdo das células em meio de cultura com 10 pg mL™
de cisplatina pelos tempos especificados, as culturas foram centrifugadas e o
sobrenadante coletado para analise. O “pellet” de células foi lavado com 1 mL de
PBS a 4 °C e, em seguida foi ressuspenso, também em PBS a 37 °C, sendo as
células incubadas em seguida, por 1h em estufa de cultura. Apds o periodo de
incubacdo, centrifugou-se as culturas e coletou-se o sobrenadante para analise. O
“pellet” de células foi digerido com 4&cido nitrico e conduzido a analise.
Resumidamente, obteve-se o seguinte conjunto de amostras para determinacao de
Pt total a partir de cada cultura celular: 1) meio de cultura; 2) PBS utilizado para
lavar o “pellet”; 3) PBS onde as células foram incubadas por 1h; 4) “pellet” de

células.
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A concentragdo de cisplatina no meio de cultura foi ajustada em 10 pg mL™,
o que equivale a uma concentragio de 6,9 pg mL™ de platina total. Para estes
estudos utilizou-se aproximadamente 5x10* células por poco.

Para a determinacdo de Pt total utilizou-se as condi¢des experimentais do
ICP-MS apresentadas na Tabela 2. As amostras de meio de cultura e PBS foram
diluidas em é4gua ultrapura, o “pellet” de células foi digerido em 4cido nitrico e,
posteriormente, diluido em d4gua ultrapura. Os padrdes de calibragdo foram

preparados em agua e Rh foi utilizado como padrao interno.

Tabela 5: Resultados do estudo de efluxo de cisplatina pelas células K562 e Lucena.

Cultura Concentracdo de Pt (ng L™)
Meio de cultura | Lavado | Sobrenadante | “pellet”
K562 Controle 0 0,2 0,10 0,07
K562 cond. 17 6572 46,3 0,89 1,95
K562 cond. 27 6679 30,9 0,80 1,92
K562 cond. 3" 7068 33,9 0,84 1,95
Lucena controle 0 0 0,006 0,02
Lucena cond. 17 6875 43,4 1,90 3,84
Lucena cond. 2 6995 53,0 1,82 3,49
Lucena cond. 3" 6518 39,0 1,67 2,89

* Valor igualado a zero devido média das medidas ser menor que um.

1 Condicao 1 é equivalente a 20 min de incubagdo; 2 a 40 minutos; ¢ 3 a 60 minutos.

Os resultados da Tabela 5 mostraram que a concentracdo de Pt no meio de
cultura ndo se alterou, isto &, constatou-se que absor¢io de 5 x10* células ndo foi
capaz de produzir uma diminui¢do significativa na concentracdo de Pt no meio.
Por outro lado, as quantidades de Pt total no lavado ndo indicou nenhum padrao
de comportamento, e foram da mesma ordem de grandeza, variando em até 50%
no lavado da K562 e até em torno de 25% na Lucena. Isso permitiu concluir que a
maior parte da platina presente nas amostras de lavado advém do restante de meio
de cultura ndo removido na separacdo do “pellet”, isto €, pequenos volumes

presentes ao redor do “pellet” de células que ndo foram removidos para evitar a
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remogdao de parte das células do precipitado. Estes volumes podem variar
significativamente dependendo da consisténcia do “pellet”. Os valores de Pt no
sobrenadante e no “pellet” foram distintos para as diferentes linhagens de células.
Para a K562, as concentragdes sdo independentes do tempo de incubagdo das
culturas em cisplatina. Em contrapartida, para a Lucena observou-se uma
correlacdo inversa entre o tempo e a concentracdo do metal determinado. Também
se constatou que as concentracdes de Pt nas culturas de Lucena foram maiores que
nas de K562. Nao foi encontrado na literatura uma explicac¢do para este fendmeno,
que parece corroborar com a teoria onde as bombas PGP ndo atuam sobre a
cisplatina. Pode-se especular que a resisténcia da linhagem Lucena advém da sua
capacidade de imobiliza¢do/inativagdo da cisplatina no meio intracelular e
posterior efluxo destes metabodlitos inativos. E estudos futuros podem ser
desenvolvidos para avaliacao deste fendmeno.

Para se ter uma dimensao do significado destes resultados, considerando a
média da concentragio do lavado para as culturas de K562 como 1,9 pgL™' e
considerando-se que havia aproximadamente 5 x 10* células em cada cultura, cada
célula removeu 6,0 x 10" mol de cisplatina de seu interior em 1h, isto significa
cerca de 3,5 x 107 moléculas da droga. A Lucena removeu, em média, o dobro deste
valor. Uma grande quantidade da droga permaneceu na célula mesmo apods sua
incubagdo por 1h em meio livre de cisplatina, isso demonstrou que, como descrito
na literatura (Ahmad, 2010), a droga se liga de forma permanente a diversos

compartimentos celulares onde ¢ desativada ou exerce seu efeito citotoxico.

4.4 Extracao de DNA e eletroforese em gel

A hipotese mais aceita para a acdo citotoxica da cisplatina é a de que a
droga se liga ao DNA da célula, este dano provoca uma parada no ciclo celular
que evolui para apoptose. Consequentemente, um dos principais mecanismos de
resisténcia ao tratamento com farmacos a base de Pt ¢ o reparo do dano causado
ao DNA da célula pelo sistema de Reparo por Excisdo de Nucleotideos (NER).
Este sistema ¢ constituido por um grande numero de proteinas que removem o
segmento de DNA onde a platina estd ligada e o substituem. Este fragmento de
DNA tem caracteristicas particulares dependendo do tipo de aduto a ser removido,

por exemplo, quando a cisplatina se liga ao DNA em uma unica fita, a proteina
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responsavel pela excisdo ¢ a ERCCI1, o fragmento de DNA removido por esta
proteina ¢ de fita simples e possui aproximadamente 30 nucleotideos.

Quanto maior a atividade deste sistema de reparo, maior a resisténcia a
drogas a base de platina, e também maior a incidéncia de fragmentos de DNA
caracteristicos contendo platina. Logo estes fragmentos se apresentam como
possiveis biomarcadores para o metabolismo de drogas a base de platina, e para o
mecanismo de resisténcia de uma determinada linhagem de células.

Para a avaliacdo de fragmentos de DNA como biomarcadores, se faz
necessaria a sua extragdo das células e posterior purificagdo. Vale salientar que ¢
importante saber a quantidade de DNA extraido para determinar-se o volume de
solugdo de DNA a ser carregado no gel de eletroforese, pois uma quantidade
minima ¢ requerida para obter-se um gel com bandas suficientemente visiveis.
Consequentemente, um dos parametros utilizados para a avaliacdo da qualidade da
extracdo foi a determinacdo da quantidade de DNA extraido utilizando-se um
espectrofotometro Nanodrop. Este espectrofotometro permite a avaliacdo da
concentragdo de DNA utilizando-se apenas 2 pL de amostra, esta caracteristica
unica permite que o DNA seja quantificado em uma aliquota da propria amostra
que seguird para eletroforese, em sistemas convencionais € necessaria uma
extragdo dedicada a quantificacdo do DNA.

Experimentos controle também foram realizados para verificar a
recuperagao das bandas extraidas e também o percentual de recuperagdo do
conteudo total de DNA. Os resultados indicaram que ndo houve perda
significativa de bandas especificas, isto €, todas as bandas de DNA presentes no
controle foram recuperadas. A recuperagdo total de DNA foi, em média, de 55%,
o que ¢ um nivel apropriado para os experimentos.

Todo o DNA contido em uma célula humana representa aproximadamente
3 x 10° pares de base, e todo este contetido esta enovelado ao redor de proteinas
formando os cromossomos. Para a determinagdo de fragmentos removidos do
DNA cromossomal pelo sistema de reparo é necessario, apds a sua extragdo, uma
separacao dos fragmentos de acordo com sua massa molecular.

Um sistema hifenado com HPLC-ICP-MS se apresenta como uma
alternativa poderosa para a determinagdo destes fragmentos, pois alia o poder de
separagdo da cromatografia a liquido de alta eficiéncia e a sensibilidade e

especificidade do ICP-MS. Entretanto, como o DNA gendmico extraido das
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células ¢ muito grande e pode causar danos as colunas cromatograficas, uma
primeira separacgao por eletroforese em gel de agarose ¢ necessdria para a remog¢ao
dos fragmentos de DNA de alta massa molecular presentes nas amostras. Além de
separar os fragmentos de DNA de interesse, a eletroforese em gel possibilitou
também uma primeira observacao da resposta de diversas linhagens celulares ao
tratamento com cisplatina.

Na Figura 33 sdo apresentados os primeiros resultados obtidos com
eletroforese em gel. Dois métodos de extragdo de DNA foram testados para avaliar
a eficiéncia de recuperacdo de cada um, utilizando duas culturas de K562, uma
tratada com cisplatina a 10 ug mL™' e outra sem tratamento (controle). No poco a
observa-se um DNA Jadder de 1000 pares de base (1 kb) que contém 12 fragmentos
de DNA adicionado diretamente no gel. Na raia d e na g observa-se 0 mesmo DNA
ladder da raia a tendo passado pelas etapas de extracdo e purificagdo
respectivamente usando o método 1 e o método 2. A recuperagao observada para as
amostras ¢ muito diferente para cada método. A quantificagdo do DNA utilizando-
se o sistema Nanodrop indicou recuperacdo de 10% da quantidade de DNA
adicionado com o método 1 enquanto o método 2 possibilitou recuperagdo de 55%.

A corrida eletroferética do DNA ladder sem nenhum tratamento ¢
apresentada na Figura 33 na raia a. O gel do mesmo DNA /adder recuperado com o
método 1 (raia d) apresentou a perda de uma banda e uma perda significativa da
intensidade de sinal e de resolugdo. O marcador que passou pelas etapas de extragao
e purificagdo do método 2 (raia g) apresentou as mesmas bandas que o marcador
aplicado sem nenhum tratamento e com intensidade de banda semelhante. Na raia b
observa-se a separacao dos fragmentos de DNA de uma cultura de K562 nio tratada
com cisplatina. Os fragmentos foram extraidos utilizando-se o método 1; na raia ¢
observam-se os fragmentos de DNA da K562 tratada com cisplatina e extraidos
com o método 1. Observa-se nessas duas raias uma grande quantidade de DNA
gendmico, isto €, de alto peso molecular, presente em ambas as amostras (ver
Figura 33, marcacdo em vermelho). A amostra controle, presente na raia b,
apresenta fragmentos de baixo peso molecular em uma banda ndo observada na
amostra tratada com cisplatina (ver Figura 33, marcagdo em azul). Nos pocos e, e [
observa-se a bandas do DNA da linhagem K562 nio tratada (raia e) e tratada (raia f)
com cisplatina, respectivamente. O DNA destas culturas foi extraido utilizando-se o

método 2. O mesmo comportamento descrito para as amostras que tiveram o DNA
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extraido pelo método 1 ¢ observado nas amostras onde utilizou-se o método 2. O
método 2 apresentou maior fidelidade na recuperagdo de bandas de DNA e uma
melhor intensidade das bandas recuperadas. Por tanto foi utilizado para todas as

extragdes subsequentes.

: ) .
1 5 <iig
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.1 Banda ndo
= 9 observada na
d - < extragdo pelo
ol - método 1.
1
c 4‘]
b ]
3 il 1l

Figura 33: Resultados de eletroforese em gel. Raia a: DNA ladder 1 kb; raias b, c e d DNA
ladder 1 kb, DNA de culturas de K562 sem tratamento e tratadas por 48 h com 10 ug mL™ de
cisplatina extraidos pelo método 1; raias e, fe g 0 mesmo que nas raias b, ¢ e d com extragdo pelo

método 2.

Na Figura 34 ¢ apresentado o gel utilizado para separar os fragmentos de
DNA de baixa massa molecular antes e depois da extracdo das bandas de interesse
para analise por HPLC-ICP-MS. A ordem de aplicagdo foi: (i) no poco a, um
controle de 3500 BP; (ii) no pogo b, o controle de extracdo de DNA, o marcados
de 100 BP; (iii) no poco ¢, o DNA extraido de uma cultura de K562 sem
tratamento (controle K562); (iv) nos pogos d ¢ e, 0 DNA extraido de uma cultura
de K562 tratada com cisplatina 10 pg mL™; (v) nos pocos f, g ¢ h sdo os

equivalentes dos pocos ¢, d e e, porém relacionados com culturas de Lucena.
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Figura 34: (1) Gel apresentando um padrdo de degradagdo do DNA devido a apoptose
induzida por cisplatina, destacando bandas com fragmentos de DNA de 200 PB. (2) Mesmo gel

apos a remogao das por¢des contendo os fragmentos de DNA de interesse.

De uma maneira geral, observou-se uma grande quantidade de fragmentos
de DNA de aproximadamente 200 PB. Tais fragmentos sdo tipicos da degradacao
por enzimas que atuam no processo de apoptose. Constatou-se também que o
material genético apresenta um rastro desde regido de introdugdo das amostras no
gel (pogos), onde o DNA gendomico integro fica retido, até a regido de baixa
massa molecular. Este rastro indica um nivel de degrada¢do do DNA que pode ter
ocorrido entre o processo de extracdo e a andlise por eletroforese.

A regido de baixa massa molecular de cada amostra foi removida do gel e
coletada em tubos tipo Eppendorf de 2 mL. Procedeu-se a extragdo do DNA do
gel utilizando-se o kit de acordo com o descrito na secdo materiais e métodos para

que a determinacdo destes pudesse ser realizada por HPLC-ICP-MS.
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4.5 Determinagao de fragmentos de DNA contendo platina por
HPLC-ICP-MS

Anteriormente as determinagdes dos fragmentos de DNA por HPLC-ICP-
MS, otimizou-se as condi¢des do ICP-MS para a determinacdo de Pt. Utilizou-se
um padrdo de Pt diluido em uma solugao aquosa contendo a mesma concentragao
de compostos organicos presentes na fase movel. As condi¢des otimizadas para o
ICP-MS estdo apresentadas na Tabela 6, sendo determinados os is6topos 194 e
195 da Pt. O P foi determinado para identificacdo dos fragmentos de DNA e o Rh
foi utilizado como padrio interno pos coluna, isto é, utiliza-se um canal da bomba
peristaltica para adicionar ao eluato, através de uma conexao em “T”, uma solugao
com concentracdo conhecida de Rh. Este padrdo interno permite o controle da

estabilidade do sinal do ICP-MS durante a corrida cromatografica.

Tabela 6: Condi¢des do ICP-MS para determinagdo de fragmentos de DNA contendo Pt.

Parametro Valor
Poténcia de radio-frequéncia 1300 W
Gas de arraste 0,82 L/min
Gés Make-up 0,28 L/min
Bomba do Nebulizador 20 rpm
Temperatura da camara de nebulizacdo 10 °C

Inicialmente realizou-se alguns testes com cromatografia de separacdo por
tamanho. Utilizando-se uma coluna Superdex 200 (GE, EUA), nas condigdes
sugeridas pelo fabricante (eluicdo isocratica com fase moével que consiste de
solugdo aquosa de Tris-HCI 10 mmol L™, pH 7) ndo foi possivel observar mais que
dois sinais para 0 DNA /adder de 100 BP, que contém 10 fragmentos de DNA. Esta
abordagem se mostrou inadequada para separacao de fragmentos de DNA.

Desta maneira iniciou-se os experimentos para separa¢ao dos fragmentos de
DNA por cromatografia de par idnico.

O DNA possui uma alta carga superficial, consequentemente, este nao
interage com a coluna cromatografica de fase reversa. Ja na cromatografia de par
i0nico, constituintes da fase movel apresentam uma regido apolar que interage

com a coluna, ¢ uma regido com carga residual positiva que interage com o DNA.
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As fases moveis mais comumente utilizadas nesta técnica contém sal de amonio
quaternario. O fon amodnio interage com as cargas negativas do DNA e o
grupamento alquila permite a interagdo mais efetiva do sistema sal-DNA na fase
estacionaria. Quanto maior a molécula de DNA mais forte sera sua interacdo com
a coluna e, consequentemente maior seu tempo de retengdo. Um gradiente
proporcionando um aumento da concentragdo de compostos organicos na fase
movel, geralmente de acetonitrila, sem a dimuicdo da concentragdo do par i6nico
torna a interacdo do DNA com a coluna menos intensa liberando as moléculas de
acordo com sua massa molecular. Em primeiro lugar, as moléculas de DNA
menores sao dessorvidas e viajam ao longo da coluna até o detector. Entdo, a
medida que o contedo de solvente organico do eluente ¢ aumentado, as
moléculas de DNA cada vez maiores sdo dessorvidas. Finalmente, depois que
todos os fragmentos de interesse sdo eluidos, a coluna ¢ limpa com um gradiente
de alta concentracdo de fase organica. Finalmente, a concentragdo inicial do
eluente ¢ reestabelecida e a coluna ¢ condicionada para o proximo ciclo.

Com base na literatura, nos primeiros experimentos com a cromatografia de
par i6nico foi utilizada uma coluna Zorbax C18 convencional (Gjerde, Hanna e
Hornby, 2002). As condicdes de separagao foram avaliadas utilizando-se um DNA
ladder 100 BP, entretanto as separagdes ndo foram satisfatorias, observou-se todo o
material sendo eluido no tempo morto e nenhuma separagao dos fragmentos.

Entdo iniciaram-se testes com a coluna C18 modificada (Discovery HS F5),
e os resultados iniciais foram muito positivos. Para o DNA ladder 100 BP,
observou-se um sinal no tempo morto e mais quatro sinais em tempos
subsequentes. Procedeu-se a otimizagdo das condigdes cromatograficas, variando-
se a concentragdo do par idnico, concentragdo inicial de acetonitrila e gradiente de
incremento da concentra¢ao de acetonitrila na fase movel.

Iniciou-se as separagdes com uma concentragdo de 0,1 mol L de acetato de
trietilamonio. Esta concentragdo do par idnico ndo foi suficiente para diminuir o
sinal no tempo morto, logo esta concentra¢do foi incrementada para permitir uma
interacdo mais forte dos fragmentos de DNA com a fase estacionaria,
proporcionando uma melhor separacdo. A concentragdo minima de par i6nico que
produziu uma boa separagio foi de 0,5 mol L'. Uma vez otimizada, a
concentragdo de acetato de trietilamdnio na fase movel, procedeu-se o ajuste do

gradiente de acetonitrila. A acetonitrila concorre com o par idnico pelos sitios
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ativos da fase estacionaria, com o aumento da concentragcao de acetonitrila na fase
moével pormove-se a dessorcdo dos fragmentos de DNA de acordo com seu

tamanho. As condigdes Otimas sdo apresentadas na Tabela 7.

Tabela 7: Condigdes cromatograficas otimizadas para separacdo de fragmentos de DNA.

Coluna HPLC Discovery HS F5 (150 x 2.1 mm)
Fase movel A Acetato de Trietilamonio 0,5 mol L!
Fase movel B Acetato de Trietilaménio 0,5 mol L' em
agua/acetonitrila 75/25% v/v
Vazao 0,17 mL min’’
Volume de Injeciao SuL
Temperatura do forno 40 °C
Gradiente
Tempo (min) A(%) B(%)
0,0 100 0
25 70 30
1 0 100
1 0 100
1 100 0
15 100 0

Apo6s o estabelecimento das condi¢des de separagdao destes fragmentos de
DNA obteve-se o cromatograma apresentado na Figura 36. Pode-se observar, em
preto, o sinal do canal de monitoramento do P, em vermelho ¢ o canal de
monitoramento do Rh e em verde o canal de monitoramento do isétopo '*Pt.

Por apresentar uma massa relativa alta, a platina praticamente nao sofre
interferéncia em analises por ICP-MS, logo nao houve, em nenhum
cromatograma, diferenga significativa entre os isotopos 194 e 195 do metal, por
isso o sinal do is6topo 194 ndo ¢ apresentado nos cromatogramas. A determinacao
do P tem como objetivo indicar que a platina esta sendo determinada associada a
moléculas de DNA, pois este ¢ a tnica molécula presente que contém P para
produzir um sinal mensuravel. O fosforo apresenta um sinal de fundo alto, devido

a interferéncias poliatomicas e isobaricas de diversos ions, entretanto em estudos
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de branco injetando-se fase movel ou tampéo (Tris-HCI 10 mmol L™, pH 7,5) o
sinal se mantém constante ao longo da corrida cromatografica, sofrendo um
aumento de intensidade quando a concentragdo de acetonitrila ¢ muito aumentada.
Um cromatograma com um estudo de branco ¢ apresentado na Figura 35.
Observa-se o tempo morto proximo a 5 min provocando uma grande deplecdo do

sinal de P. O sinal do Rh e da Pt se mantem estaveis por toda a corrida.

1,4x10°

_l——nrn
1,2x10" H Pt

1,0x10°

8,0x10" -

6,0x10" -

Intensidade (TIC)

4,0x10" 4

2,0x10"

0,0 4

0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (min)

Figura 35: Cromatograma de uma injegdo de um branco (Tris-HCI 10 mmol L™, pH 7,5)

com as condig¢des escolhidas para separacdo dos fragmentos de DNA.

Observa-se na Figura 36, que a intensidade do sinal de fundo do P ¢
diminuida, aparentemente devido ao condicionamento da coluna, e que logo apds
0 tempo morto ja ocorre a eluicdo do primeiro fragmento de DNA, teoricamente
este deve ser o fragmento contendo 100 BP, ou aproximadamente 66000 g mol™.
Em seguida se tem a elui¢io dos outros fragmentos. E possivel notar que a linha
de base do fosforo sofre um aumento na medida em que a proporcdo de

acetonitrila ¢ aumentada na fase movel. O sinal do rédio ficou praticamente
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constante ao longo do tempo do monitoramento, indicando estabilidade do
sistema, principalmente do plasma. Ainda ¢ possivel observar que ndo se tem
contaminagdo por Pt no padrdo de fragmentos de DNA, e a linha de base deste

elemento ¢ muito baixa (aproximadamente 20 contagens).

1,6x10°'4 ——P

1,4x10" Pt

1,2x10*

1,0x10" -

8,0x10" -

6,0x10°

Intensidade (TIC)

4.0x10° 1

2,0x10"

0,0 4

0 3 10 15 20 25 30

Tempo (min)

Figura 36: Cromatograma obtido para DNA Ladder 100 BP.

Na Figura 37 ¢ apresentado o cromatograma obtido para cisplatina pura
usando o sistema de cromatografia de par idnico. Observam-se dois sinais

contendo Pt, referentes aos produtos de hidrélise e a droga intacta.
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Figura 37: Cromatograma obtido para a cisplatina puraa 1 mg L.

Obteve-se entdo um cromatograma para uma amostra de DNA extraido da
linhagem K562 apds incubacdo (48 h) com cisplatina 10 pg mL" (Figura 38).
Pode-se notar a presenca de um sinal contendo platina eluindo no tempo morto.
Este sinal pode ser oriundo de fragmentos de DNA menores que 100 pares de base
ligados a cisplatina, pois a separacdo obtida para o DNA ladder ja ¢ iniciada
muito proxima ao tempo morto. Apos o tempo morto, observa-se o sinal para Pt
caindo lentamente, o que pode indicar a presenga de outros fragmentos contendo
platina. A diminui¢do do sinal do fésforo no volume morto dificulta a conclusao
sobre a presenca de DNA na fragdo inicial, entretanto, observou-se uma estrutura
que acredita-se ser um sinal logo apos e deplecao do sinal de fésforo em um
tempo de retencdo onde ainda temos espécies de Pt sendo eluidas. Aparentemente
fragmentos de DNA contendo Pt sendo eluidos logo no inicio da corrida

cromatografica, indicando que os mesmos sao de baixa massa molecular.
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Figura 38: Cromatograma do DNA da K562 tratada com cisplatina

Os resultados obtidos com o HPLC-ICP-MS sdo muito promissores, pois
demonstram uma possibilidade de deteccao e identificacdo de fragmentos de DNA
contendo platina, esta ¢ uma caracteristica Unica deste sistema e que pode ser de
grande valor na caracterizacdo destas biomoléculas. Estes cromatogramas
demonstram que a metodologia tem capacidade para deteccdo de fragmentos de
DNA contendo Pt.

Os principais desafios observados e que devem ser contornados para
aplicacdo desta abordagem sdo: i) otimiza¢ao do método para fragmentos de DNA
de menor massa molecular para afastar as primeiras fra¢des eluidas do tempo
morto, possibilitando sua separacdo e conclusdo sobre presenca de P ou ndo
juntamente com as espécies contendo platina; ii) melhorar a separagdo entre
fragmentos de baixa massa molecular, possibilitando a identificacdo da cada
fragmento de DNA ligado a platina; acoplamento do HPLC com ESI-MS para
identificacdo inequivoca das biomoléculas eluidas.

Estas moléculas podem ser biomarcadores de eficacia do tratamento com

drogas a base de platina, uma vez que, em principio, sdo oriundas do sistema de
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reparo NER e indicam a atividade deste mecanismo removendo o dano causado
pela droga ao DNA da célula. Uma vez que este dano ¢ considerado o principal
mecanismo citotoxico desta classe de farmacos, esta ferramenta tem potencial

para monitorar a atividade do NER e indicar o provavel resultado do tratamento.
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5. Conclusao

Métodos analiticos foram desenvolvidos para a determinagdo de Pt por
ICP-MS em fluidos biolégicos e em culturas celulares. Estes permitiram a
determinagdo do contetido total de Pt presentes na urina, em meio de cultura, em
tampdes que mimetizam condigdes fisioldgicas e em células cancerigenas
humanas. Os métodos hifenados se apresentaram estaveis, permitindo a
identificacdo de drogas intactas e seus produtos de hidrdlise em solugdes aquosas
e fluidos biologicos, permitiram também a observagdo de metabdlitos contendo
platina em urina de um paciente tratado com oxaliplatina e finalmente permitiram
a avaliagdo preliminar da formacdo de adutos de DNA contendo platina,
importantes moléculas tanto na agdo citotéxica do fairmaco quanto em alguns
mecanismos de resisténcia a0 mesmo.

O metabolismo da cisplatina, foi estudado em diversas linhagens celulares,
permitindo a avaliagdo da quantidade tanto da droga que ¢ admitida em uma
célula tratada com cisplatina em cultura quanto do farmaco é removido do interior
da célula através do funcionamento da bomba Pgp (mecanismo de resisténcia de
tumores a diversas drogas).

Os métodos possibilitaram a identificagdo de produtos de hidrélise das
drogas a base de platina, o que poderia ser usado para avaliar a qualidade das
drogas disponiveis no mercado brasileiro. Além disso, foi possivel identificar a
presenca de biomoléculas contendo platina em urina tanto em experimentos com
amostras fortificadas com oxaliplatina quanto em urina de um paciente tratado
com oxaliplatina. Estes estudos permitiram observar a instabilidade de algumas
moléculas encontradas na urina de pacientes sob tratamento e identificar a
necessidade de se desenvolver um protocolo especifico para armazenamento deste
tipo de amostra. Com estes métodos pode-se também detectar a presenca de
fragmentos de DNA contendo Pt, o que ¢ promissor ja que tais moléculas t€ém
potencial para serem utilizadas como biomarcadores para eficiéncia do tratamento

com drogas a base de Pt.
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No processo foi desenvolvido um protocolo para, partindo de células
tumorais tratadas com drogas a base de Pt, pesquisar a presenca de um possivel
indicador do prognoéstico do tratamento. A rotina analitica consistiu em extrair o
DNA das células selecionadas, separar os fragmentos de DNA de interesse
utilizando-se a eletroforese em gel de agarose, remocdo dos fragmentos de
interesse do gel e posterior andlise destes por HPLC-ICP-MS. Apesar de ser uma
metodologia extensa, a abordagem se mostrou factivel e possibilitou uma primeira
investiga¢do de fragmentos de DNA contendo Pt de células de leucemia tratadas
com cisplatina.

Na literatura, os métodos apresentados para determinagcdo de adutos de
DNA sdo precedidos por uma digestdio com DNAse que fragmenta o material
genético em pares de bases. Esta pratica remove a informagdo biologica que
indica a origem do fragmento de DNA, isto ¢, o tamanho da molécula que contém
platina. A abordagem proposta neste trabalho permite inferir sobre a origem dos
fragmentos de DNA contendo platina, consequentemente sobre o processo
bioldgico envolvido na producdo deste fragmento. Como mencionado
anteriormente, fragmentos oriundos do reparo celular dos danos causados ao DNA
pela cisplatina sao fragmentos de fita simples e contendo aproximadamente 30
bases, uma vez identificados estes fragmentos, estes podem ser utilizados como
biomarcadores para resisténcia ao tratamento.

O presente trabalho foi construido com o acumulo de conhecimentos nas
areas da quimica analitica (separagdes e espectrometria atomica), da biologia
(celular e molecular) e exigiu o desenvolvimento de aptiddes no tratamento de
amostras biologicas, cultura e manutencdo de populagdes de células e uso de
técnicas caracteristicas das analises biologicas (em especial em eletroforese em
gel e citometria de fluxo).

Os principais desenvolvimentos futuros sdo a montagem de um protocolo
integrado que permita o preparo de amostra de forma mais célere minimizando a
degradagdo das amostras, e, de preferéncia, que possa ser conduzido em um Unico
laboratdrio. Outro avango que pode ser explorado ¢ o acoplamento direto da
eletroforese em gel com ICP-MS. Apesar de existir o sistema comercial
disponivel para tal, a literatura ndo apresenta relatos de investigagdes com essa

abordagem para biomarcadores do tratamento do cancer.
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7. Anexo I: Composicao do meio de cultura RPMI 1640

Componentes Conc. (g L Componente Conc. (g L

Sais Inorganicos Vitaminas

Nitrato de Calcio * 4H,O 0,1 D-Biotina 0,0002

Sulfato de Magnésio (anidro) 0,04884 | Cloreto Colina 0,003

Cloreto de Potassio 0,4 Acido Félico 0,001

Bicarbonato de Sodio 2 myo-Inositol 0,035

Cloreto de Soédio 6 Niacinamida 0,001

Fosfato de Sodio Dibasico 0,8 Acido p+ 0,001

(anidro) Aminobenzoico

Aminoacidos Acido D-{ 0,00025

Pantotenico

L-Arginina 0,2 Pyridoxina « HCI | 0,001

L-Asparagina (anidra) 0,05 Riboflavina 0,0002

Acido L-Aspartico 0,02 Tiamina « HCI 0,001

L-Cistina « 2HCI1 0,0652 Vitamina B, 0,000005

Acido L-Glutamico 0,02 Outros

L-Glutamina 0,3 D-Glucose 2

Glicina 0,01 Glutationa 0,001
(reduzida)

L-Histidina 0,015 Vermelho de Fenol 0,0053
*Na

Hidroxi-L-Prolina 0,02

L-Isoleucina 0,05

L-Leucina 0,05

L-Lisina * HCI1 0,04

L-Metionina 0,015

L-Fenilalanina 0,015

L-Prolina 0,02

L-Serina 0,03

L-Treonina 0,02

L-Triptofan 0,005

L-Tirosina * 2Na ¢ 2H,O 0,02883

L-Valina 0,02
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8. Anexo Il - Publicagoes resultantes dos trabalhos
desenvolvidos na Tese.

1) Resumo aceito para apresentagdo oral, publicado nos anais do XXXVII

Colloquium Spectroscopicum Internationale, 2011, Buzios, Brasil.
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Colloquium Spectroscopicum

Internationale XXXVII

Platinum drugs separation by LC-ICP-MS: Minimizing the organic solvent
load to the plasma

Thiago de O. Araujo *®, Rodrigo A. Gongalves ?, Reinaldo C. de Campos
 Pontificia Universidade Catélica do Rio de Janeiro, Rua Marques de Sdo Vicente, 225,
Gavea Rio de Janeiro, RJ, Brazil.
® Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacéo e Qualidade Industrial, Av Nossa Senhora
das Gragas, 50, Duque de Caxias RJ, Brazil.

E-mail: thoarujo@gmail.com

Cisplatin reacts with water resulting in monoaquacisplatin and diaquacisplatin, and other
platinum based drugs also present hydrolysis products in aqueous solutions. The
determination of the Pt species has also been shown to be very important both in clinical and
pre-clinical trials. Moreover, the determination of intact platinum based drugs in biological
fluids is an important step toward the understanding of the pathway they undergo to trigger
both oncolytic and toxic effects. The speciation analysis of Pt drugs derived species by
HPLC-ICP-MS is a challenging task, due to the presence of neutral and positively charged
molecules, and the poorly separated species demand an increase of methanol concentrations in
the eluent in order to resolve peaks that, otherwise, would overlap. On the other hand, this
increase destabilizes the plasma, making the analysis by ICP-MS unfeasible or impoverishing
the limit of detection.

This work presents the development of a new method to separate intact Pt based drugs and
some of their hydrolysis products in agueous media without the use of methanol in the mobile
phase. An anion exchange column PRP-X100, 10 pm, 4.1 x 250 mm (Hamilton USA) was
used for the separation, while the eluent was composed by 20 mmol L™ ammonium formate
and water (50/50 %). Plasma conditions were the same used for aqueous samples (no
auxiliary gas was used in the plasma) and no fluctuations, instabilities or plasma shut off were
observed, no carbon deposits were formed over the cones within a day of analysis. Tree
distinct peaks were observed: intact carboplatin and cisplatin, and the third one related to a
cisplatin hydrolysis product. Mass balance was consistent and limits of detection were at the
low pug L™ level. The reduced load of organics into the plasma allows the introduction of
more concentrated biological samples and to perform longer runs what is especially important
in speciation analysis by HPLC-ICP-MS, in which long elution times are common. Further
applications include biological material such as blood, urine and cell cytoplasm.
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2) Resumo aceito como poster, publicado nos anais do XII Rio Symposium on
Atomic Spectrometry, 2012, Foz do Iguagu, Brasil. Este trabalho foi
classificado como 3° Lugar no prémio de melhor poster do congresso.
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Determination of Pt Biomolecules in Cell Fractions by HPLC-ICP-MS PURCc?

Thiago de O. Araujo Y, Janaina Fernandes ¢, Ricardo Q. Aucélio ?, Reinaldo C. Campos 2 +
4 Pontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro, R. Marques de Sdo Vicente, 225, Gdvea, Rio de Janeiro, RJ, Brazil. - thoaraujo@gmail.com
b Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia, Av N. Sra das Gragas, 50, Duque de Caxias RJ, Brazil.
¢ Universidade Federal de Rio de Janeiro, Av. Carlos Chagas Filho, 373, Rio de Janeiro RJ, Brazil

Introduction

The intensive use of platinum based drugs for cancer treatment makes the determination of biomolecules containing platinum crucial. Such determinations can
indicate the transport pathway, the nature of the metabolism products, the fate of active or inactive species etc. Nowadays, hyphenated techniques, such as HPLC-
ICP-MS, enable the identification and the quantification of many important molecules. Thanks to this advance, the activity, side effects and resistance to platinum
based drugs are being depicted, leading to a better understanding of the whole metabolism of these drugs. Recently, the main targets of interest have shifted from
small simple molecules such as hydrolysis products to DNA-adducts and Pt containing proteins, and other molecules such as Pt-GSH. Cell cultures are largely
employed as models to evaluate drug effects and to indicate how studies must be conducted on more complex organisms. Experiments in cell cultures can provide
metabolites of Pt based drugs in a fast and reproductive way, allowing the determination of the speciation of these drugs, helping both the comprehension of the
metabolism of the drug and the development of analytical tools that can be used for clinical and preclinical trials.

Objectives
Determination of appropriate dose for treatment of cell line
used.

W
~

-PUC-Rio - Certificacéo Digital N° 0812623/CA

n of biomolecules containing Pt by HPLC-ICP-MS.

1d ition of Pt biomolecules that can be used as

=3

s for efficiency of cancer treatment.

Chemical Reviews, 2009, 109, No. 10, 4911-4920

<

Jology
vatches of Lucena cells were cultivated in RPMI 1640 medium with HPLC-ICP-MS hyphenated system
se at 37 °C in a 5% CO, atmosphere, they were exposed to 0.10,

1.50, 1.00, 5.0, 10.0, 25.0 and 50.0 pg - ml-' of cisplatin. .

were harvested after 48 h incubation. One batch was destinated to _ '_"T

ity of cells through Flow Cytometry and the other to DNA extraction
>LC-ICP-MS analysis.

ellets were stained with propidium iodide (PI) and taken to flow

_"u '!r -|- =) L

ietry analysis to evaluate the extension of cell death. —

-ICP-MS analysis was carried out using an Agilent LC 1200 DNA Extraction Scheme ﬁ-' - e

iatograph with a size exclusion column (SEC) Superdex® 75 and an
guent 7500 ICP-MS as detector

Flow Cytometer Scheme
Conclusions
» Concentrations below 5.00 pug - ml! of cisplatin have not induced
significant cell death;

Results
* Populations exposed to higher doses presented significant death,
Control CisPt5,0pg/ml Cis Pt 50,0 pg/ml ’ reaching a maximum of 30% of population.

g CistanttzLunng AL LU o Cis 190112 Lw 1S ; * The chromatograms obtained with the SEC column present two peaks,

%, 24 % . one at 11 min and the second at 13 min.
P gg' P * These preliminary results demonstrate that the chromatographic
‘g’f _ gz _ gf _ separation is already feasible in our laboratory and more elucidating

: - : trials are already being carried out.

w? ! Fczﬁi I R T Fﬂzdi [T ST Fﬂgi [T AN N - *  Further steps include:

¢ Assessment of behavior of different cell lines such as KS62, H460
and HCT 116;

* Characterization of eluates according to their molecular mass,

. second dimension separation through reversed faze

- chromatography and structural characterization by ESI-MS.

FACS results: cell viability after exposure to cisplatin in different concentrations

| Acknowledgements
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SEC chromatograms: Platinum containing DNA fragments INMETRO


Thiago
Caixa de texto
131

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812623/CB

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812623/CA


PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812623/CA

132

3) Resumo aceito como apresentacao oral, publicado nos anais do XIII Rio
Symposium on Atomic Spectrometry, 2014, Mérida, México.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812623/CB

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812623/CA


PUC-RIo - Certificagdo Digital N° 0812623/CA

133

DETERMINATION OF Pt-DNA ADDUCTS IN CELL CULTURES
AFTER TREATMENT WITH CISPLATIN

Thiago ARAUJO* " Janaina FERNANDESS, Ricardo AUCELIO®, Reinaldo CAMPOS®

3 Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO); ® Pontificia Universidade
Catdlica do Rio de Janeiro (PUC-Rio); © Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).
toaraujo@inmetro.gov.br

The use of platinum-based drugs is the first line treatment for many cancers. Patients
treated with these drugs present better outcome when compared with other chemotherapy
regimens for the same types of malignancies. The major limitations in using them are the
severe side effects and the acquired resistance of tumors. Cisplatin was the first platinum-
based drug to be approved for human use. Since the late 1970s up to today, this drug has
been widely used with great success. There is a general consensus that the major
mechanism of action of these drugs is the binding of two active sites of platinum
complexes with the DNA of the tumor cells, preventing their multiplication and finally
inducing apoptosis, that leads to a reduction, and in some cases eliminating, tumors. On
the other hand, one of the most important resistance mechanisms is the activitie of the
Nucleotide Exicion Repair (NER) sistem, which removes the damaged DNA portion to
replace it, allowing the cell to follow its normal cicle. The expression of some proteins of
the NER system are forseen as biomarker to indicate resistance. In this work, DNA
fragments removed by the NER sistem are proposed as a metallomic resistance
bioimarker. The combination of separation techniques such as electrophoresis and high
performance liquid chromatography with atomic spectrometric techniques has emerged
as a powerful alternative for investigation metal-related biological phenomena. The so
called hyphenation of these techniques allows the separation and detection of
biomolecules containing metals, making possible to obtain unique information about
biological processes. This work presents the development of methods using agarose gel
electrophoresis (GE), high performance liquid chromatography (HPLC) and inductively
coupled plasma with mass spectrometry (ICP-MS) for the determination of platinum-
containing DNA fragments extracted from cell cultures without previous digestion. The
main objective of this work is to provide tools to study mechanisms of resistance to
platinum-based drugs in humans. The gel electrophresis was used to clean-up the DNA
sample to preserve HPLC columns while ion-pair chromatography was used for the
separation of DNA fragments. The detection of platinum in the eluates by ICP-MS
presented high sentivity to detect Pt-DNA fragments. The evidence of the applicability of
the developed methods was assessed with the search for biomarkers of efficacy of
treatment with cisplatin. The determination of DNA adducts containing platinum
presented an interesting approach for obtaining a biomarker of resistance to cisplatin
treatment.
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4) Artigo de reviséo publicado na Revista Metallomics, 2014, 6, 2176-2188.
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Biomarkers to assess the efficiency of treatment
with platinum-based drugs: what can metallomics
add?

Thiago de O. Araujo,*®® Lilian T. Costa,”“® Janaina Fernandes,®
Ricardo Queiroz Aucélio® and Reinaldo Calixto de Camposi?®

Since the approval of cisplatin as an antineoplastic drug, the medical and the scientific communities
have been concerned about the side effects of platinum-based drugs, and this has been the dose-
limiting factor that leads to reduced treatment efficiency. Another important issue is the intrinsic or
acquired resistance of some patients to treatment. Identifying proper biomarkers is crucial in evaluating
the efficiency of a treatment, assisting physicians in determining, at early stages, whether or not the
patient presents resistance to the drug, minimizing severe side effects, and allowing them to redirect the
established course of chemotherapy. A great effort is being made to identify biomarkers that can be
used to predict the outcome of the treatment of cancer patients with platinum-based drugs. In this
context, the metallomic approach has not yet been used to its full potential. Since the basis of these
drugs is platinum, the monitoring of biomarkers containing this metal should be the natural approach to
evaluate treatment progress. This review intends to show where the research in this field stands and
points out some gaps that can be filled by metallomics.

Introduction

>ontificia Universidade Catdlica do Rio de Janeiro (PUC-Rio), Brazil.

-mail: toaraujo@inmetro.gov.br

Since the late 1970’s, platinum-based drugs have been success-
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severe side effects have concerned the medical and scientific
communities since the first trials and have been the dose-
limiting factor, which reduces treatment efficiency.”> Another
important limitation of such a treatment is the intrinsic or
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acquired resistance to these drugs. The mechanisms of such
resistance have been reviewed recently by Galluzzi et al.® and
this is still a hot topic of scientific investigation.*> Once a
treatment is found to not be effective or if the prognosis is not
favourable, there is no point in exposing patients to the severe
side effects caused by platinum-based drugs.®”’

Biomarkers that can reliably indicate the resistance of
tumours or help to determine the prognosis of patients under
treatment may play an important role by improving treatment
efficiency through the adjustment of the chemotherapy strategy
and minimizing patients’ exposure to the drug side effects.*®
According to the National Cancer Institute, in its Dictionary of
Cancer Terms,” a biomarker is defined as a “biological molecule
found in blood, other body fluids, or tissues that is a sign of
a normal or abnormal process, or of a condition or disease. A
biomarker may be used to see how well the body responds to a
treatment for a disease or condition”. However, the distance
between the first attempts to identify a biomarker and its
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acceptance and use in the clinic is huge. Despite this, their
scientific, social and economic potentials make such endea-
vours worthwhile.®

The importance of biomarkers can be inferred from the
number of publications about the topic and by the growing
number of specific databases condensing information about
them, such as GOBIOM, BiomarkersBase and CancerDrive,
among others. A simple search for “cisplatin” at GVK BIO’s
Online Biomarker Database (GOBIOM)" returns around nine
hundred molecules; however, the United States Food and Drug
Administration (FDA) has approved only ten of them. Within
this database, the biomarkers are classified as biochemical,
genomic, cellular, scoring scale, imaging, or physiological.
These classes are related to the molecular characteristics and/
or to the method applied to measure them. The biomarkers
classified as biochemical account for 59.7% of the outcome of
the search, while the genomic markers represent 29.3% of the
total. Other classes of biomarkers are also represented: cellular
(4.9%) and imaging (1.7%). Scoring scale and physiological
types of biomarkers to determine the effectiveness of platinum-
based chemotherapy were not considered due to the scope of
this review. The number of “under investigation” biomarkers
reflects Drucker et al.’s recent statement that after the development
of the “omics” the search for molecular indicators increased
substantially.®> Most biochemical and genomic biomarkers were
conceived using genomic or proteomic techniques. Metallomics, as
the newest omic approach, could be useful to identify biomarkers,
especially to diagnose the action of metal-containing drugs, but so
far the authors were not able to find any reported biomarker in
clinical use identified through this approach.

Many biochemical and genomic biomarkers have been
suggested for the detection of different diseases; however, most
of them are not specific and do not allow the identification
of diseases in their earlier stages. Most potential biomarkers
did not make the transition from the laboratory stage to

Reinaldo Calixto de Campos
worked at the Pontifical Catholic
University of Rio de Janeiro where
he was an associate professor. He
developed research in atomic
spectrometry (atomic absorption,
atomic fluorescence and ICP-MS),
associating it with separation
techniques in order to achieve
chemical speciation of metals
present in biological and environ-
mental samples. He was a
specialist in the chemistry of
mercury and its fate in the
environment and also studied platinum-based drugs. Born in
1954, deceased in 2012.

Reinaldo Calixto de Campos

Metallomics, 2014, 6, 2176-2188 | 2177


http://dx.doi.org/10.1039/c4mt00192c
Thiago
Caixa de texto
136

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812623/CB

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0812623/CA


Published on 21 October 2014. Downloaded by Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro on 09/12/2014 01:56:51.

PUC-RIo - Certificacdo Digital N° 0812623/CA

Metallomics

clinical studies.® Despite this difficulty, the research effort put
into the identification of molecular predictors is huge. By
understanding the biochemistry of platinum-based drugs in
the cellular environment, their mechanisms of action or
tumour resistance towards them, potential biomarkers can be
foreseen and lead to reliable indications of the efficacy of
treatment. In the near future, as the platinum pathways in
human organisms are determined, other biological processes
will be understood and reliable predicted. Platinum-containing
biomarkers are post-treatment indicators, which can provide
information about an individual’s metabolism of the drug,
making it possible to evaluate and predict the outcome of the
treatment. Platinum-based antineoplastic drugs allow the
search for specific biomarkers to move in this direction, as
platinum is a very rare element and can be sensitively detected.
In this work, selected biomarkers being used as clinical assis-
tants in cancer prognosis, in the evaluation of the effectiveness
of platinum chemotherapy or in the determination of tumour
resistance towards platinum-based drugs are reviewed. In addi-
tion, brief descriptions of the mechanism of action of these
rugs, tumour resistance and the technologies used to investi-
ate the biomarkers are presented, aiming to indicate the
otential of metallomics in identifying reliable Pt-containing
iomarkers.

Aechanisms of platinum-based
lrug activity

complete comprehension of the mechanisms of action
f platinum-based drugs has not yet been established, and
»nflicting data is observed in the literature.'* What seems to
2 a consensus is that the main cytotoxic mechanism of
latinum-based drugs is the formation of a covalent bond with
NA, preventing cell division and inducing cell apoptosis.
owever, several other factors contribute to their efficiency.
Undoubtedly, cisplatin is the more studied drug of this group
and serves as a reference in terms of activity and pharmaco-
logical principles to other drugs; thus, its pharmacokinetics are
briefly presented.

After the application of cisplatin intravenously, the molecule
undergoes hydrolysis due to the chloride concentration in the
blood plasma and is carried by the blood in its original form.
About 90% of the cisplatin physically interacts with plasma
proteins such as albumin, and the remainder is solubilized.
Carboplatin is more stable than cisplatin in the blood; on the
other hand, oxaliplatin is hydrolysed even at high chloride
concentrations. In the blood stream oxaliplatin interacts
strongly with erythrocytes and blood proteins and only 12% is
available to enter other cells.'® Cisplatin is rapidly distributed
in organs and tissues and is found mainly in the liver and
kidneys."® The drug concentrations in plasma rapidly decrease,
with the half-life of ultrafilterable platinum in the plasma
ranging from 20 to 45 min. Approximately 25% of the drug is
excreted in the urine over the first 24 h, and up to 90% is
eliminated in up to five days."*
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The spatial distribution of platinum in the lymphocytes of
patients treated with cisplatin and in cultured cell lines are
shown to be nearly the same: about 20% remain in the cell
membrane, about 60% are found in the cytosolic fraction, 10%
are at the cytoskeleton and 10% are in the nucleus.'® After
crossing the cell membrane by passive or active transport,'®
cisplatin is in a medium with a chloride concentration of about
3 to 20 mmol L " and undergoes hydrolysis, converting into the
most active forms of the drug.’ Upon entering the cell, cisplatin
interacts with the plasma membrane, disrupting lipid-lipid
and lipid-protein interactions.'” It is believed that this inter-
action may lead to the recruitment and activation of caspase 8
and, consequently, the activation of other caspase cascades
leading to caspase-dependent cell apoptosis. Cisplatin in the
cytoplasmic fraction interacts with a number of nucleophilic
species such as endogenous reduced glutathione (GSH), methionine,
metallothionein, and other cytoplasmic proteins.>'®*2° The
action of cisplatin in the cytoplasm has a depletive effect on
reduced species, providing a favourable environment for oxida-
tive stress, which enhances the action of the drug in the cell
nucleus,® at the endoplasmic reticulum and at the mitochon-
dria."”*"*? In the cytoplasmic fraction of the cell, cisplatin also
interacts with RNA, affecting cell signalling and gene expres-
sion.>* Considering what is known today, these are the major
cytotoxic mechanisms of cisplatin. Most of the other drug
interactions in the cytoplasm are considered to be sources of
resistance.

In the cell nucleus, cisplatin binds to DNA, modifying its
structure and preventing cell replication. About 1% of the total
cisplatin absorbed by the cell is connected to the nuclear DNA.>*
Cisplatin interacts with DNA to form a series of adducts, with a
preference for linking the N7 position of the purine bases, and
can form double adducts with connections in a single strand or
between the DNA strands. Cisplatin may also form adducts with
DNA bases or DNA-protein adducts. If the DNA damage is too
extensive the cell progresses to apoptosis. The most important
signalling pathway linking the DNA damage caused by cisplatin to
apoptotic cell death involves the activation, in sequence, of a
series of proteins in the nucleus and cytoplasm. The process starts
with the activation of damage checkpoint 1 kinase (CHEK 1)
proteins, and in turn the phosphorylation of the tumour
suppressor protein p53.>>” Once activated, p53 triggers a
number of lethal functions in the nucleus and cytoplasm,
which lead to apoptosis of the cell.?>>*%?°

Current biomarker investigation tools

In the last 20 years, the possibility of biomarker investigation
has grown immensely due to the advent of new technologies
and tools made available to researchers. A myriad of approaches
making use of these tools and the possible combinations of
them are described in the literature. The advances in data
treatment are also very important as scientists need to combine
numerous results emerging from different sources in order to
extract information about the responses to cancer treatment.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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These advances represent the basis for the implementation of
new reliable indicators that will be used by physicians in the
near future. Some of the main advances present in the literature
are briefly discussed.

In the genomics field, Next-Generation Sequencing (NGS)
has been extensively used to identify somatic mutations and to
determine the expression of many genes involved in crucial
pathways such as EGFR and BRAF.* It has also been used to
determine the expression of the KRAS gene, a relevant potential
biomarker.>® NGS platforms are based on sequencing-by-
synthesis technology, with a DNA polymerase or ligase as the
key component. Roche 454, Illumina, Helicos, and PacBio
(Pacific Biosciences) use a DNA polymerase to drive their
sequencing reaction, while SOLIiD (Life Technologies) and
Complete Genomics use a DNA ligase. The sequencing platforms
can be further categorized as either single molecule-based (sequen-
cing a single molecule) or ensemble-based (sequencing multiple
identical copies of a DNA molecule).*” Due to the huge amount of
data produced with a single sequencing experiment (up to
200 million 100-nucleotide reads), careful experimental delimita-

on and a clear definition of the target data are mandatory. Data
eatment for identification of biomarkers through differential
pression, for example, must be sought with the aid of specia-
zed and validated software.**

Besides NGS, other powerful tools to investigate biomarkers

‘e DNA microarrays. They enable high-throughput gene expres-
on profiling though the specific reaction of complementary
NA (cDNA) fixed on a rigid support with target RNA present in
1e sample.*® Through the overall RNA determination, the genic
pression can be inferred. Many examples of the use of DNA
licroarray platforms to study differences in genetic expressions,
hich could be used as biomarkers, are found in the literature
r different malignancies such as lung adenocarcinoma,** and
rostate cancer,”® among others; the approach was also used to
raluate DNA methylation changes.*®

The proteomics approach makes use a group of techniques that
enable large-scale identification, characterization, and quantifica-
tion of proteins in complex biological samples.’” Classical
techniques make use of immunoassays such as Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) are common on research,
and are the most common approach in clinical exams already
prescribed by clinicians.?® Although ELISA is reliable and well
established, the need for high throughput and great specificity
bring other techniques into the spotlight. The analysis of
the proteome using 2D electrophoresis followed by mass
spectrometry (MS) is currently one of the most used approaches
in comparative proteomics. Samples are prepared in parallel and
proteins are separated by 2D high resolution electrophoresis. The
different spots on the gel are usually characterised by electrospray
ionization MS (ESI-MS) or matrix-assisted laser desorption/
ionisation (MALDI) time-of-flight (TOF) MS (MALDI-TOF) either
in top-down or in bottom-up approach. MALDI-MS is the most
common mass analysis employed due to its ability to acquire
peptide mass fingerprinting (PMF) with high throughput.*
PMF is a very useful approach for the rapid identification of a
well-separated isolated protein. Tandem mass spectrometry

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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(MS/MS) analysis exploits the fragmentation of selected
precursor peptide ions, giving greater confidence in protein
identification.®”

Protein microarrays are technical platforms for target proteomics
based on quantitative protein expression focused on high through-
put analysis. Similar to DNA microarrays, these techniques use a
solid surface where hundreds to thousands of probing molecules
are immobilized by robotic printing, and the liquid sample is
incubated on the surface.”® The applications of protein microarrays
in identifying new biomarkers are broad and examples present in
the literature include the assessment of breast cancer recurrence
and the evaluation of risk of developing bone metastasis from
breast cancer,*’ as well as the evaluation of the expression
profile of colon cancer,*” NSCLC,*® pancreatic cancer** and
acute myelogenous leukemia.*®

Regarding metallomics, the main characteristic of its approach
is to be able to detect the elements associated with biomolecules.
This characteristic is, in general, fulfilled by inductively coupled
plasma mass spectrometry (ICP-MS) coupled to a separation tech-
nique such as HPLC. Separation techniques are employed to
determine the metallome because the detectors used are selective
only for the different elements (like Pt in the case of Pt-based drugs).
The target molecules must be separated prior to the detection event.
Electrophoresis has been used along with laser ablation (LA) in the
hyphenated technique LA-ICP-MS for the identification of metal-
containing molecules. Most recently, LA-ICP-MS has been reported
to be used in conjunction with protein microarrays, making it
possible to probe metal-containing proteins from tissue lysates,*®
which represents a huge step in metallomics development. The
ability to probe a great number of species with known activity is very
promising for the investigation of biomarkers and of biological
processes in general.

The association of metallomics techniques with proteomics
allows information to be gained about the general protein
expression and which proteins contain a specific element.
In the imaging field, Bianga et al. used LA-ICP-MS and MALDI
imaging to study the penetration and distribution of two
Pt-based metallodrugs (cisplatin and oxaliplatin) in human
tumour samples that were removed from patients diagnosed
with colorectal or ovarian peritoneal carcinomatosis.*’

The extensive databases used both by genomics and
proteomics require powerful algorithms to assemble the pieces
of the produced information, and organise and manage them
in a systematic way so that useful information can be obtained.
Bioinformatics is fundamental for processing the huge amount
of data produced using the techniques mentioned above
and extracting valid and reliable information from them.
Great efforts are being made in this field and databases such
as the Protein Data Base (PDB), database of metal-binding
sites in protein structures (MDB), database of information
on the catalytic mechanisms of metal-dependent enzymes
(Metal-MACIE), and database of literature-based annotation of
metalloproteins (PROMISE)*® are available. Software for data
treatment such as MITICS,*® OmniSpect,”® BioMap, MATLAB
and Origin, among others, are making it possible to organize
the data in a suitable way.
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It is important to point out that all the mentioned techno-
logies are analytical tools; thus, standardization, validation and
quality control are mandatory for a good quality of results.**

Gene expression based biomarkers

Gene expression control is of fundamental importance in cell
behaviour. This becomes very clear if one considers that the
whole genome is present in every cell, and the differentiation
among these cells is due to the genic expression. Which, when
and how much of a molecule will be expressed is dependent on
a series of proteins and enzymes that control DNA transcrip-
tion.”* All cancerous processes are related to changes in cell
genic expression. Many of the typical cancer cell behaviours, for
instance increased cell proliferation, insufficient apoptosis and
cell differentiation, are related to the expression of proteins and
RNA that regulate these processes.”® The genic expression
biomarkers are the most common in use clinically and their
use is beginning to become a standard practice.>*>® These
iomarkers are the first to be used in the development of
ersonalized medicine.

The TPMT gene encodes enzymes involved in cisplatin
ietabolism and it presents some single nucleotide polymorph-
ms (SNPs) that have been associated with a predisposition to
‘otoxicity during or after cisplatin treatment.>” There is still
»me discussion in the literature whether this genetic marker is
liable,”® but this is the only biomarker cited for cisplatin with
:commendation and approval of the FDA. The gene mutations
‘e screened using the Illumina GoldenGate assay and quantified
sing reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR).”
ther genes are used in platinum-based therapy, but they are not
secific for the patient response to treatment with this drug. Some
aportant selected examples are shown below.

A germline mutation in let-7 complementary site 6 (LCS6)
ithin the untranslated region of the KRAS gene is known to be

associated with a poor outcome and drug resistance in various
cancers compared to the wild type allele.>® The KRAS gene is a
proto-oncogene and a single nucleotide substitution is respon-
sible for activating mutation. The resulting translated protein is
implicated in various malignancies, including lung, mucinous
adenoma, adenocarcinoma, ductal carcinoma of the pancreas
and colorectal carcinoma.®® Besides this, the KRAS-variant is a
potentially promising biomarker of poor prognosis and a pre-
dictive biomarker of cisplatin resistance in head and neck
squamous cell carcinoma (HNSCC)*® and non-small cell lung
cancer (NSCLC),*" among others. The gene variation is determined
using a PCR-based assay, and validation is being pursued.*®

The RRM1 gene encodes one subunit that constitutes

ribonucleoside-diphosphate reductase, an essential enzyme
for the production of deoxyribonucleotides prior to DNA syn-
thesis in S-phase of dividing cells. Lower expression levels of
this gene along with SNP mutations are associated with a better
response to cisplatin treatment in NSCLC.°>®® The gene is
screened and quantified using multiplex quantitative real time
polymerase chain reaction (RT-qPCR). The significance of this
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gene expression as a biomarker is usually associated with
ERCC1 gene expression. Down regulation of the latter is also
associated with a better treatment outcome and prognosis.
Overexpression of ERCC1 is directly related to a poorer prognosis
and treatment outcome.®" The expression of this is being measured
using different approaches such as in peripheral blood®® and
tumour tissue, among other matrices, which makes its clinical
use easier. Although there are problems with the expression
measurement,®® this appears to be the most promising bio-
marker to enter clinical use.**

MiRNAs are small non-protein-coding RNA molecules that
play an important role in different biological processes, such as
proliferation, differentiation and apoptosis, by regulating gene
expression. MiRNA-21 transcription is correlated with resis-
tance to the cisplatin chemotherapy regimen: the lower the
expression the better the outcome. The expression level of
miRNA-21 in tumour tissue and plasma was indicated by Gao
et al.®” as a biomarker to predict adjuvant platinum-based
chemotherapy response and disease free survival in patients
with NSCLC and also with oesophageal cancer.®® The miRNAs
are measured using a specific microarray and RT-qPCR, and it
has also been proposed as a circulating biomarker able to
provide prognosis, diagnosis and therapy progress.®’

Besides the evaluation of individual genes, the genetic
signatures (which make use of statistics-based analytical tools)
have been proposed as indicators of treatment outcome.
Zhu et al. propose a 15-gene expression signature that is
considered as an independent prognostic marker, which can
predict the patients most likely to benefit from adjuvant
chemotherapy with cisplatin/vinorelbine.”® Kratz and co-workers
established a quantitative-PCR-based assay based on 14 genes
that, according to their findings, is able to identify patients with
early-stage non-squamous NSCLC at high risk of mortality after
surgical resection.””

Protein expression biomarkers

The genetic expression of a cell can be inferred from the pool of
proteins found in it. Changes in the protein expression pattern
are often observed when the cell is exposed to some level of
stress. Based on these principles, a proteomic approach can
evaluate the behaviour of a tumour based on the comparative
protein expression pattern of healthy/cancerous cells or treated/
non-treated cells (using, for instance, patient tissue or blood).
Protein expression is believed to be the next hot spot of
research to clarify the metabolism of platinum-based drugs.””

Kuang et al. presented a proteomics approach, making use
of Western blot and real-time PCR to identify possible bio-
markers of efficiency for cisplatin-based treatment. The group
has identified eight differentially expressed proteins in one
pair of cisplatin sensitive/cisplatin resistant NSCLC cell lines.
Special attention is given to the DDH2 protein. This protein was
investigated in the serum of patients with NSCLC being treated
with cisplatin. They observed significantly different levels of the

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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protein in the blood of patients who presented disease progres-
sion, stability or amelioration.”?
Fitzpatrick et al. used LC-MS to identify and quantify over
2000 proteins from two pairs of cisplatin sensitive/cisplatin
resistant cell lines. Among these, 760 proteins showed signifi-
cant expression changes. Based on these results, several
potential pathways that may be involved in cisplatin resistance
in human ovarian cancer can be suggested. This study provides
a proteomics platform for large-scale quantitative protein ana-
lysis, besides important information for the investigation of
new biomarkers of cisplatin resistance in ovarian cancer.”
The efficacy of cisplatin treatment of tumour tissue from
osteosarcoma has been evaluated through protein expression
profiling. 2-D difference gel electrophoresis was applied and
33 spots were found to differ significantly, allowing the classi-
fication of patients in good or poor responder groups. These
spots were later identified by ESI-MS. The identification of a
higher expression of peroxiredoxin 2 (PRDX2) in poor respon-
ders was confirmed using Western blotting.”®
Transmembrane 205 (TMEMZ205, previously known as
[BC3205), a predicted transmembrane protein, has shown
pression profiles in normal human tissues that indicate a
ifferential expression pattern with higher expression levels in
1e liver, pancreas, and adrenal glands. The overexpression of
MEMZ205 in cells may be valuable as a biomarker in cancer
1emotherapy. Stable transfection of the TMEM205 gene con-
'rs resistance to cisplatin by approximately 2.5 fold.”®

The secreted proteome has been also evaluated as a bio-
iarker. Such an approach focuses on the possibility of collect-
1ig samples from the microenvironment of the tumour and/or
-ound the tumour. Sixteen proteins were shown to be differ-
atially expressed by three different epithelial ovarian carcinoma
10C) cell lines, and the protein collagen, type XI, alpha 1
JOL11A1) was proposed as a biomarker for bad response to
splatin treatment. The authors evaluated the proteome of these
211 lines using numerous techniques.”’

Proposed biomarkers based on
resistance mechanisms

The molecular basis of platinum-based drug resistance can be
described by following their molecular mode of action, which
involves several steps until the final response of the tumour cell
towards the drug. Problems in achieving a DNA-damage
response and mitochondrial apoptosis”®”° are the main factors
impairing these drugs’ efficiencies, leading to a poor treatment
response. Herein, the goal is discuss, at the molecular level,
some points of the resistance mechanisms known so far in
order to identify possible biomarkers that may allow clinicians
to predict and monitor the clinical response to chemotherapy
with platinum-based drugs. A better understanding of the
mechanism by which these molecules are regulated, as well
as their roles in drug sensitivity and resistance, may indicate
crucial prognostic markers and therapeutic targets for cancer
treatment.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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Several molecules have been implicated in resistance to
cisplatin. Methyl-CpG binding domain protein 1 (MBD1), which
plays an important role in disease progression, is one of these.
It is recruited to DNA damage sites under the DNA damage
conditions induced by cisplatin. The silencing of MBD1 signifi-
cantly impairs activation of the DNA damage checkpoint
response and inhibits the DNA repair capacity.** MBD1 binds
the mediator of DNA damage checkpoint protein 1 (MDC1),
which is induced by radiation and regulates NBS1 activation in
the presence of DNA damage repair.®

Another recently described modulator of cisplatin activity
in tumours is Jabl (a c-Jun coactivator), a multifunctional
protein that participates in controlling cell proliferation and
the stability of multiple proteins, and plays an important role in
the cellular response to cisplatin and irradiation by regulating
DNA damage and repair pathways.®' Jab1 positively regulated
Rad51 through a p53-dependent pathway, and an increased
ectopic expression of Rad51 conferred cellular resistance to
cisplatin, infrared light (IR) and UV radiation in Jab1-deficient
cells. They showed that Jab1 is overexpressed in two relatively
cisplatin-resistant, IR-resistant and UV-resistant nasopharyngeal
carcinoma (NPC) cell lines.

Furthermore, cisplatin activity can be modulated by pathways
that, depending on the stimulus and cell type, enhance or reduce
cisplatin efficiency. Activation of autophagy in the early stages of
apoptosis by BO-1051 (an N-mustard linked with a DNA-affinity
molecule) acted as a defense system against cell death.®” Inhibition
of autophagy in its early or late stages resulted in an increase in the
number of annexin V-positive cells. BO-1051-induced autophagy
has a cytoprotective role and is connected to the ATM signaling
pathway. This study revealed autophagy as a cytoprotective
response against DNA damage-inducing chemotherapeutic
agents, including BO-1051, cisplatin, and doxorubicin, in hepato-
cellular carcinoma cell lines.*> On the other hand, autophagy is
reported to enhance apoptosis induced by cisplatin. In lung cancer,
treatment with cisplatin and radiation induced the overexpression
of autophagy-related genes along with the apoptosis signaling
genes and a marked up-regulation of p21 expression, offering
evidence that autophagy may enhance cisplatin efficiency.®

FOXO transcription factors, functioning downstream of
the PI3K-PTEN-AKT (PKB) signaling cascade, are essential
for cell proliferation, differentiation, DNA damage repair and
apoptosis.** Recent research indicates that the related tran-
scription factor FOXM1 is a direct target of repression by FOXO
proteins. Inactivation of FOXO or overexpression of FOXM1
is associated with tumourigenesis and cancer progression.
In addition, the cytostatic and cytotoxic effects of a diverse
spectrum of anti-cancer drugs, such as paclitaxel, doxorubicin,
lapatinib, gefitinib, imatinib and cisplatin, are mediated through
the activation of FOXO3a and/or the inhibition of its target
FOXM1. Paradoxically, FOXO proteins also contribute to drug
resistance by driving the expression of important genes for
drug efflux as well as DNA repair and cell survival pathways in
drug resistant cancers.®*

One mechanism of cisplatin resistance in cells is through
reduced intracellular platinum accumulation. This may result
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from reduced uptake, increased drug export or intracellular
sequestration. While cisplatin uptake is mediated through the
copper transporter protein Ctrl, efflux is performed by two other
copper transporting p-type adenosine triphosphatases (ATP7A
and ATP7B). Samimi et al. described that changes in the expres-
sion of these proteins are implicated in cisplatin resistance and
poor patient survival in some types of cancer, most notably
ovarian cancer.®> The ATOX1 chaperone has been recently
described as the transporter that brings Pt from CTR1 to
ATP7B. The interaction of Pt with this protein appears to
be y-r-glutamyl-i-cysteinyl-glycine (reduced glutathione or GSH)
competitive and stable ATOX1-Pt adducts have been observed.*®

Another important efflux system, cMOAT/MRP2, shows
increased expression in tumour cells and several works have
shown that this membrane transporter may contribute to cisplatin
resistance.”’” MRP2 requires GSH as a cofactor and its role in
protection from the cytotoxic effects of cisplatin may be a result of
its ability to transport GSH-cisplatin conjugates across the cell
membrane.*® GSH can work in concert with ¢MOAT/MRP2 to
pump GSH-cisplatin conjugates out of cells in an ATP-

ependent manner. Resistance to cisplatin through this mecha-
ism is entirely GSH-dependent.®® Increased levels of intracellular
SH are frequently observed in cisplatin-resistant tumours.*®
The capacity of cisplatin and other drugs to form bonds
ith thiol groups make them able to form bonds with metal-
ithioneins (MTs), which are intracellular proteins containing
1e highest number of thiol groups within the cytoplasm. These
1ol groups are able to bind several cytotoxic agents, such as
latinum compounds. An increase in the level of MT is one
iechanism of resistance to these anticancer drugs, as the
itracytoplasmic binding of MT prevents the active molecules
om reaching their target, the intranuclear DNA of tumour
2115722
Thioredoxin reductase (TrxR) is the major cellular protein
isulfide reductase containing selenium. TrxR catalyzes the
ADPH-dependent reduction of the redox-active disulfide in
thioredoxin (Trx), the so-called thioredoxin reductase/thioredoxin
system, which serves a wide range of functions in cell proliferation
and redox homeostasis.”> TrxR is overexpressed in many cancer
cells and TrxR and Trx can enhance tumour development and
drug resistance, so this has been validated as a therapeutical
target in several studies.”® Furthermore, the TrxR/Trx system has a
strong impact on tumour resistance to cisplatin.”®> As shown in
several reports, cisplatin-resistant variants exhibited an increased
expression and activity of TRXR as well as TRX compared with the
parental cells. Additionally, the inhibition of the TrxR/Trx system
restored cell sensitivity to cisplatin.”®®”

Excision repair cross-complementation group 1 (ERCC1) is a
key component of the platinum-DNA repair machinery respon-
sible for nucleotide excision repair (NER). The levels of its
expression protein were markedly higher in cisplatin-resistant
derivatives of several tumour cell lines.”®'°> The action of
ERCC1 generates excised single-stranded DNA of approximately
30 nucleotides containing the Pt adduct and attached NER
proteins. DNA polymerases and ligases fill in the gap using the
normal strand as a template.'®*

2182 | Metallomics, 2014, 6, 2176-2188
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Altogether, the overexpression of proteins that regulate the
DNA damage response, apoptosis, and the over activation of
antioxidant mechanisms will converge to result in the reduced
efficiency of cisplatin. Thus, an important issue for metallo-
mics is how to efficiently monitor the outcome of metal-based
treatments, so that this approach can positively improve patient
survival rate.

Platinum containing biomarkers

The determination of biomolecules through the platinum atom
bound to them is a unique characteristic of the metallomic
approach in cancer research. This characteristic is fundamental
for the investigation of a new generation of cancer biomarkers,
as it allows the targeting of chemical species containing Pt that
are products of the metabolism of the drug itself. Those species
might provide information about processes that each patient
goes through during treatment, giving physicians the ability to
provide personalized medicine. Although metallomics presents
such a potential, up to now there have been no biomarkers
containing platinum approved by the FDA or with reported
clinical use. Many studies making use of metallomics have
been conducted to clarify the pharmacokinetics of platinum-
based drugs but none of the identified species have been
reported as biomarkers so far. The information acquired
through metallomics, together with information about protein
content, drug metabolites and genetic expression obtained
through the different approaches, may provide comprehensive
information on the fate of the drug (target, metabolism and
resistance).

As the interaction of Pt with DNA is believed to be respon-
sible for the cytotoxicity of Pt-based drugs, great effort has been
put into the determination of Pt-DNA adducts. These studies
also showed that there are between 1 to 5 Pt atoms per 10°
nucleotides. Zayed and coworkers developed a very sensitive
method for the determination of Pt-DNA adducts using liquid
chromatography (LC) coupled to sector field (SF) ICP-MS
(LC-SF-ICP-MS) that could be used for in vivo tests with a
detection limit of 0.14 ng mL ™" of Pt."°* Nevertheless, so far,
these molecules have not been reported as biomarkers for
resistance, effectiveness or prognosis of treatment outcome.

Wexselblatt and coworkers have reviewed the action of
platinum compounds in the cell and DNA adduct generation.
They not only emphasize the complexity and dynamic nature of
cells that prevent us from monitoring the fate of platinum
complexes in cells, but also showed the inability of current
analytical techniques to provide, non-invasively and in real
time, direct information on the speciation of platinum com-
plexes in cells.

As a modulator of gene expression on multiple levels, RNA is
an important potential biomarker. Pt-RNA adducts have the
potential to have an impact on cell fate by disrupting RNA
regulatory pathways. Hostetter et al. used Saccharomyces cerevi-
siae for the in-cell analysis of Pt adduct formation with mRNA
and rRNA, and the total RNA and DNA platinum adducts.??

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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Biomarker Determination” Use/drug Cancer type Ref.
TPMT* Enzyme assay and RT-PCR Predictive (ear injury)/cisplatin Solid pediatric tumours 55-58
ATP7A and ATP7B Microarray Resistance/multidrug Diverse malignancies 85, 110
BO-1051 qRT-PCR, immunoassay Resistance/cisplatin Lung 82, 83
cMOAT/MRP2 HPLC-ICP-MS, qRT-PCR Resistance/cisplatin Nasopharyngeal, HNSCC 87-90
COL11A1 LC-MS/MS Resistance/cisplatin Ovarian carcinoma 77
ERCC1 Microarray, qRT-PCR Predictive (treatment outcome)/ Lung, bladder, HNSCC, 6, 63, 64,
multidrug ovarian 98-103
FOXO ECl; RT-PCR Resistance/cisplatin Breast 84
Jab1 RPPA, qRT-PCR, immunoassay Resistance/cisplatin Nasopharyngeal carcinoma 81
KRAS RT-PCR Treatment outcome/multidrug Gastric, HNSCC, lung, 30, 31, 59-61
pancreas
MBD1 Immunoblot analysis Resistance/multidrug Pancreas 80
miRNA-21 Specific microarray and Predict resistance/multidrug Oesophageal, lung 67-69
gRT-PCR
RRM1 qRT-PCR Treatment outcome/cisplatin Bladder, lung 62, 63
TMEM205 RT-PCR/qRT-PCR Resistance/cisplatin Liver, pancreas, adrenal 76
gland
TrxR 2D GE, HPLC-ICP-MS Prognosis and resistance/cisplatin Diverse malignancies 93-97
Possible metallomic target biomarkers
Metallothionein 2D PAGE; SEC-ICP-MS Response indicator/multidrug Diverse malignancies 91, 92
Pt-DNA adduct HPLC-ICP-MS Many studies about these Diverse malignancies 15, 104
molecules/multidrug
~GSH HPLC-ICP-MS Resistance/multidrug Diverse malignancies 5, 88-90
—RNA adduct Microarray, GE-ICP-MS, Resistance/cisplatin Diverse malignancies 23,32
HPLC-ICP-MS

This is the only biomarker approved by the FDA specific to cisplatin. ” GE: gel electrophoresis; SEC: size exclusion chromatography.

he estimated in-cell Pt concentrations and Pt accumulation
n mRNA, rRNA, total RNA, and DNA were determined using
JP-MS. It was described that a similar Pt accumulation was
oserved on rRNA and total RNA, but significantly less Pt
>cumulated on mRNA. By using mapping by reverse transcrip-
on, they demonstrated specific Pt adduct formation on rRNA
:quences conserved between yeast and humans. Taken
gether, these data highlight important differences in the
slative accumulation of Pt on different RNA species and
rovide insight into the accessibility of cellular RNA to small,
cationic molecules.*

Due to the presence of a thiol group and numerous electron
rich sites, and especially due to its high abundance in all cell
compartments, GSH has been associated with resistance to
Pt-based drugs since the early 1990’s. There are many reports
associating the superexpression of GSH with resistance to
platinum-based drugs. Shoeib and Sharp showed many possi-
ble isomers for Pt-GSH structures.” Although there is contro-
versial data about the binding of Pt to GSH, many techniques to
determine this biomolecule are present in the literature. In
Table 1, some of the biomarkers currently approved by the FDA,
in use, or under investigation are listed.

Cisplatin and oxaliplatin interact to a high extent with blood
biomolecules. A small fraction of these drugs remains free 24 h after
administration and the levels of Pt in the blood of patients treated
with these drugs remain high for decades.'*>'% On the other hand,
most infused carboplatin is excreted intact, most of the drug
incubated with rat ultra-filtrated plasma is recovered intact,"®” and
adducts with proteins having molecular weights similar to human
serum albumin (HAS) and g-globulin have been reported.'**'*

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014

Conclusions

Molecular biomarkers are the most mature type of biomarkers
and are already in use to evaluate patients’ prognoses, treat-
ment outcomes and overall survival rates. These biomarkers
have solid and validated sample preparation and analysis kits
available on the market, which makes their use easier, less
expensive and widespread among clinical analysis laboratories.

The proteomic approaches appear to be a very promising
field to be explored. The complexity of the interactions of
platinum-based drugs with proteins (when in the blood stream,
entering the cell, being distributed and actually exerting their
cytotoxic effect) is large and many authors recognize the lack of
complete information about this.”>%%**

A new generation of biomarkers might be identified based
on the metallomics approach. The ability of atomic spectro-
metric methods to detect the Pt atoms bound to a diversity of
biomolecules, following separation using chromatography,
electrophoresis and even microarrays, can help to fill some of
the gaps in the comprehension of the mechanisms of action of
platinum-based drugs. This can reveal molecular markers that
can help physicians to make decisions and foresee the treat-
ment outcome and patient prognosis. Platinum-containing
molecules that have been known for a long time, such as Pt-GSH
and metallothioneins, can provide information about the avail-
ability of the active compound inside the cell. However, the
specific studies to allow them to become clinical biomarkers
are still to be carried out. Pt~-DNA adducts can provide informa-
tion about the activity of the ERCC1 and NER system, and
consequently about resistance to Pt treatment. However, in all

Metallomics, 2014, 6, 2176-2188 | 2183
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the works reviewed in this text, digestion of the DNA is
performed prior to platinum adduct determination. In such
an experimental design, the biological information contained
in the specific fragments generated by the NER is mixed with
that of the other digested nucleotides, losing the biological
signature of the origin of the adducts. Pt-ATOX1 and Pt-RNA
adducts can apparently clarify the fate of platinum-based drugs
and indicate treatment outcome. Besides Pt-containing mole-
cules, it was shown that sulphur containing ones, such as TrxR,
can play an important role as biomarkers of resistance.

Other metallo-biomarkers, not included in the present review,
can be sought by applying the cutting edge metallomics tools
shown above to investigate specific cellular processes, such as
drug efflux, repair of DNA damage, secretion of Pt-containing
molecules, mitochondria-induced apoptosis and apoptosis signal-
ing outside of the cell (membrane protein).

Important barriers must be overcome to reduce the apparent
distance between the metallomics tools and the medical com-
munity. As the increasing interaction of analytical scientists,
biologists and medical doctors matures, advances in the field

ill certainly occur. In addition, evolution of sample treatment,
mplification of analytical process and instrumentation, proper
aalytical validation and dissemination of the approach with
msequent cost reduction are also important steps to be taken
» bring metallomics to medical examinations.
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