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RESUMO

Radiossensibilizadores sdo agentes quimicos que aumentam a sensibilidade das células
hipoxicas a radiagdo, visando o aumento da eficacia da radioterapia no tratamento do cancer. Os
complexos de rédio (Rh) testados neste trabalho foram os carboxilatos: Acetato [Rhx(ac)y],
Trifluoroacetato [Rhy(Tfa);] e Citrato [Rhy(cit)4]; 0 amidato: Trifluoroacetamidato [Rhy(Tfc)4] €
seus adutos com metronidazol: Rhy(ac)smetro,, Rhy(cit)smetro, e Rhy(Tfc)smetro,. O efeito
radiossensibilizador desses complexos de Rh (1) foi testado in vitro, irradiando-se em atmosfera
hipoxica, células CHO k1 na presenca dos complexas, utilizando-se raios gama provenientes de uma
fonte de ®Co com doses de 2,7 e 4,3 Gy. Foi redlizado teste de citotoxicidade para determinar as
concentragdes atoxicas de cada composto, eliminando a possibilidade de morte celular devido ao
efeito toxico dos mesmos. Na dose de 2,7 Gy ndo houve nenhum efeito interessante, enquanto que
com a dose de 4,3 Gy o Rh,(Ac), mostrou uma atividade radiossensibilizadora maior do que os
demais complexos e semelhante aos resultados relatados na literatura com doses até 10 vezes

maiores.

I. INTRODUCAO

Chamam-se radiossensibilizadores os agentes
quimicos que aumentam a senshbilidade das células
hipdxicas a radiagdo, visando o aumento da eficicia da
radioterapia no tratamento do céncer [1]. Estes podem
atuar mediante mecanismos de &finidade eletrbnica,
ligando-se aos tidis, ou ligando-se diretamente ao DNA[2].

Nitro-heterociclicos, especiamente
nitroimidazois, tém sido testados como
radiossensibilizadores, devido a capacidade € etroatraente
do grupo nitro nas posigoes 2 ou 5. As espécies de interesse
clinico sdo0 o misonidazol (2-NO,) e o0 metronidazol (5-
NO,), os quais apresentam uso limitado devido as suas
toxicidades, nas doses clinicamente requeridas para a
radiossensibilizacdo [1].

Estudos de Chibber e col. [3] mostraram a agéo
sensibilizadora in vitro dos carboxilatos de Rh (II) de
formula gerd Rhy(RCOO); (R=CH;  CH3CH,,
CH3CH,CHy) sobre células V79 de hamster chinés. Isto é
de particular interesse devido a conhecida afinidade de tais

complexos de Rh pelos congtituintes celulares que contém
enxofre.

Posteriormente, sendo conhecido o efeito
radiossensibilizador dos nitroimidazois e dos carboxilatos
de rédio (Rh), Goodgame e col. [1] reportaram a sintese e
caracterizac8o de adutos de acetato de Rh com uma série de
nitroimidazdis, onde o aduto com misonidazol mostrou-se
mais eficiente sobre células V79, em concentracGes ainda
menores do que o acetato de Rh(ll) e misonidazol
isoladamente.

As curvas de sobrevida de células de mamiferos
testadas in vitro e reportadas na literatura sdo realizadas
utilizando-se altas doses de radiacdo, de 6 a 35Gy. Porém
na radioterapia sdo aplicadas doses de radiacdo em fracOes
muito pequenas, de 1 a 3Gy, num periodo de vérias
semanas. Portanto ha dlvidas sobre a validade de
extrapolar os parémetros da curva de sobrevida obtidos em
altas doses para regides de baixas doses [4]. Baseado nesta
observacdo, o objetivo deste trabalho foi testar o possivel
efeito radiossensibilizador destes complexos de Rh(ll):
acetato, citrato, trifluoroacetato; 0  amidato:
trifluoroacetamidato e os adutos com metronidazol sobre



células de mamiferos em doses de radiagcéo clinicamente
relevantes.

II. METODOLOGIA

Sintese dos carboxilatos e amidato de Rh (II). Foi
efetuada de acordo com métodos ja descritos [5,6]. A
sintese dos adutos com metronidazol foi realizada por vias
etandlicae metandlica[7,8]

Caracterizaciio dos compostos de Rh. Os compostos de
rédio foram caracterizados por micro analise elementar e
técnicas instrumentais de espectrofotometria Ultravioleta-
Visivel(UV-Vis), Infravermelho(lV) e Ressonancia
Magnética Nuclear de préton(RMN"H). Também foram
determinadas as solubilidades e as constantes de formacdo
dos adutos com metronidazol.

Ensaios biolégicos de radiossensibiliza¢io.

Determinac8o da citotoxicidade dos complexos A
toxicidade dos complexos foi testada in vitro, em cultura
de cdulas de ovario de hamster chinés (CHOK1), da
American Type Culture Collection, segundo normas 1SO
10993-5 e metodologia ja descrita naliteratura[9)].

Determinacdo da Dlgy (dose de radia¢do que mata a
metade da populagdo celular). Foi feita uma suspensdo
de aproximadamente 100 células CHOk1/mL em meio de
cultura MEM-SFB (Minimum Eagle's Medium + 10% de
soro fetal bovino + 1% mistura de antibicticos). Foram
distribuidos 2mL desta suspensdo de células em cada placa
de Petri para cultura celular, de 60x15mm. Para as células
se aderirem, as placas foram colocadas em estufa imida
com 5% de CO; a 37°C durante 3 horas. Decorrido este
tempo, as placas foram retiradas da estufa e o meio de
cultura foi removido e substituido por 1mL da solucéo
tampéo fosfato salina, pH 7,4. As placas foram colocadas
em embalagens pléasticas e purgadas com N, durante 30
minutos, na temperatura ambiente. Apds a purga, as
embal agens foram seladas e levadas paraiirradiar durante O;
1; 3; 5 e 10min com raios g provenientes de uma fonte
panoramica de ®°Co com taxa de dose de 1,083 Gy/min
num dispositivo giratério para assegurar uma irradiacao
uniforme.

Apos a irradiagdo, a solugdo tampéo foi trocada
por 5mL do meio de cultura MEM-SFB fresco e as placas
foram incubadas durante 7 dias em estufa imida com 5%
de CO, a 37°C. Ap0s este tempo, as colbnias das células
CHO formadas foram fixadas com formaldeido 10% em
solucdo salina e coradas com corante de Giemsa.

A porcentagem de células sobreviventes foi
calculada através da contagem do nimero de colbnias em
cada placa e comparada com o controle de CHOKk1 (células
ndo irradiadas).

Determinac8o  do  efeito  radiossensibilizador  dos
compostos de Rh(11) [1]: A culturade células CHO k1 foi

redlizada seguindo a mesma metodologia para
determinacéo da DLsp. Ap0Gs a adesdo das células nas placas
de Petri, 0 meio de cultura foi substituido por 1mL da
solucdo do composto de rédio, em tampao fosfato salina
pH 7,4, em concentracdo ndo téxica. Cada composto foi

testado em triplicata. A irradiacdo das células foi efetuada
utilizando-se a mesma fonte panorémica do ensaio anterior,
durante 2,5 e 4 min, no dispositivo giratério.Apés a
irradiacdo, a solucdo do composto testado foi removida e
substituida por 5mL de meio de cultura MEM-SFB e as
placas foram incubadas e processadas como no ensaio para
DLso. A porcentagem de células sobreviventes também foi

calculada, de acordo com o mesmo ensaio.

III. RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises dementares e as andises
instrumentais. UV-Vis, IV e RMN'H, mostraram-se
bastante coerentes com os resultados tedricos.

Os carboxilatos de Rh(Il): Rh,Acs, RhCity e
Rh,Tfa, e o trifluoroacetamidato: Rh,Tfc, foram solGveis
em &gua enquanto os adutos com metronidazol:
Rh,Ac;Metro,, Rh.CitsMetro,, e Rh,TfcsMetro, foram
parcialmente solGveis. O Rh,TfayMetro,, ndo apresentando
solubilidade em é&gua, ndo foi submetido aos testes
biol6gicos.

As concentracBes dos complexos utilizados no
ensaio de radiossensibilizagdo foram agquelas nas quais a
porcentagem de morte celular ndo ultrapassou 20%,
obtidas no teste de citotoxicidade, para assegurar que a
morte celular fosse devida a agdo conjunta droga e radiacéo
e ndo ao efeito toxico do complexo.

Para  determinar o} possivel efeito
radiossensibilizador dos compostos de Rh(Il), as céulas
foram expostas a doses de radiacdo de 2,71 e 4,33Gy.

Os resultados do efeito radiossensibilizador sdo
mostrados nas Figuras 1A e 1B, onde os dados de
sobrevida (S) foram ajustados ao modelo linear quadrético

(LQ) [10]

InS=-aD -bD? onde, (1)

S é afracéo de sobrevida (nimero de células sobreviventes
a uma determinada dose de radiacdo/ nimero de células
sobreviventes na dose = zero)

D adose deradiacdo

a e b constantes que definem eventos simples e duplos
produzidos pela radiaco, respectivamente.



taxa de dose: 1,083Gy/min

Controle CHOk1*
® Rh,Tfa,
0,4 hachdMetro2
v Rh,Cit,
Rh,Cit,Metro,
B Metronidazol A
|

Fracéo de sobrevida (S)

0.3 4
0 1 2 3 4 5

Dose de radiagéo (Gy)

Figura1A. Curvas de Sobrevida das Células CHOk1
Irradiadas na Presenca de Compostos de Rh(ll) em
Ambiente Hipoxico. * Cé8lulas CHOK1 irradiadas na
auséncia de compostos de Rh(l1).
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Figura1B. Curvas de Sobrevida das Células CHOk1
Irradiadas na Presenca de Compostos de Rh(ll) em
Ambiente Hipoxico. * Cé8lulas CHOK1 irradiadas na
auséncia de compostos de Rh(l1).

Na Tabela 1 sfo apresentadas as doses de radiacdo
que provocaram 50 e 40% de sobrevida das células CHOk1
guando na auséncia e na presenga de complexos de Rh(l1).
Podemos observar que as doses de radiagdo necessarias
para produzir uma sobrevida de 50% e 40%, sdo proximas
ou maiores que a dose requerida para causar 0 mesmo
efeito nas células CHOk1 controle, com excecéo do acetato
de rodio (RhyAc,). Este fato pode ser devido ao reparo do
dano provocado pela radiagdo, muito comum em baixas
doses, e ndo a0 possivel efeito radioprotetor, pois os
valores de DMFs sdo muito préximos a unidade. Na
radioterapia este € o motivo pelo qual sdo utilizadas doses
fracionadas de radiacéo, paraimpedir o reparo de dano.

TABELA 1. Dose de Radiagdo para 50% e 40% de
Sobrevida de Células CHOk1 na Presenca de Complexos
de Rh(ll).

Composto Dose(Gy) (S=0,5) | Dose(Gy) (S=0,4)
CHOK1 controle 3,19 4,08
Rh,Tfa, 3,52 4,22
Rh,Tfc,Metro, 3,28 3,90
Rh,Cit, 3,88 4,40
Rh,Cit,Metro, 3,61 4,28
Metronidazol 3,93 -
Rh,Ac, 2,30 2,98
haAC4M etro, 2,86 3,40
Rh,Tfc, 3,30 3,79
Rh,Ac,+Metro 1,83 2,45

A acdo dos radiossensibilizadores é medida pelo valor de
ER (enhancement ratio) ou DMF (fator de modificacéo de
dose) que € a relacdo da dose de radiaco que provoca o
mesmo efeito na ausbncia e presenca  do
radiossensibilizador em ambiente hipoxico. Vaores de
DMF>1 indicam efeito radiossensibilizador significativo.

A partir destas curvas de sobrevida (Fig.1A e 1B),
foram obtidos os DMFs de cada um dos compostos para
fragbes de sobrevida de 50% (S=0,5) e 40% (S=0,4),
apresentados na Tabela 2

TABELA 2. DMFsdos Compostos de Rh(Il) e
Metronidazol para Fragtes de Sobrevida S=0,5 e S=0,4 em

Baixas Doses.

Composto Conc. (MM) DMFo 5 DMFg 4
Rh,Tfay 112 0,91 0,96
Rh,Tfc,Metro, 4 1,00 1,06
Rh,Cit, 84 0,83 0,94
Rh,Cit;Metro, 12 0,90 0,98
Metronidazol 100 0,62 -
Rho,Ac, 11 1,13 1,12
Rh,Ac,Metro, 12 0,89 0,98
Rh,Tfc, 2 0,78 0,89
Rh,Ac,+Metro 14 + 23 1,41 1,37

Segundo a Fig.1A e os resultados dos DMFs da
Tabela 2, os compostos de Rh(Il) testados néo
apresentaram efeito significante. Na Fig. 1B o RhAc na
concentracdo de 11nM apresentou um DMF=1,13, que néo
€ um vaor muito significativo. Porém, em mistura com o
metronidazol apresentou um efeito radiossensibilizador
significante (DMF=1,41), na concentragdo um pouco
maior, de 14nmM.

Essa acdo, provavelmente, independe da presenca
do metronidazol. Chapman e cal. [11], demonstraram que 0
metronidazol em concentragbes maiores  (500nM)
apresentou efeito radiossensibilizador em baixas doses de
radiacéo.

Ao se medir o efeito radiossensibilizador dos
adutos com metronidazol, verificou-se que ndo havia




mudanga significativa dos DM Fs em relagdo ao carboxilato
de Rh(Il) livre. Em fun¢do disso, aventamos a hipdtese de
gue os adutos poderiam estar sofrendo uma decomposicdo
guando em solucdo. Com esta finalidade foi medida a
constante de formagdo dos adutos com metronidazol e
como resultado dessas medidas, foram obtidos diagramas
de distribuicdo de espécies [12], os quais confirmaram a
decomposicdo. Isto em parte explica o fato de que a
atividade radiossensibilizadora dos adutos é similar aquela
obtida com os carboxilatos livres.

As propriedades radioprotetoras de tidis (RSH) e
aminotiois sdo conhecidas, sendo geralmente atribuidas ao
seu efeito de extinguir os radicais induzidos pela radiagdo.
Os compostos que removem os tidis, aumentam o tempo
de vida dos radicais e podem apresentar propriedades
sensibilizadoras, este seria 0 caso dos carboxilatos de
Rh(Il) os quais resgem muito bem com compostos
sulfidrilicos, como a glutationa, considerada um excelente
radioprotetor natural.

Dentre os compostos de Rh(I1) testados 0 Rh,Acy
(14mv1), apresentou efeito radiossensibilizador semelhante
aquele demonstrado por Chibber[3], com a vantagem de se
utilizar doses de radiac8o significantemente menores. Este
efeito radiossensibilizador do Rh,Ac, devido a sua reacdo
com os tidis endégenos, afeta o reparo do dano pela
radiacdo e provavelmente diminui o incremento da
radiorresisténecia, mecanismos estes citados por Skov e
col.[13] em baixas doses.

IV. CONCLUSAO

Dos compostos testados, em baixas doses, o
RhAc, apresentou efeito radiossensibilizador
provavel mente devido a suareacdo com os ti6is endogenos,
afetando o €efeito de reparo do dano provocado pela
radiacéo.
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ABSTRACT

Radiosensitizers are chemica agents which
enhance the radiation sensitivity d hipoxic tumor cells
aiming to better radiotherapy efficacy in the treatment of
cancer. The rhodium complexes tested in this work were
the carboxylates Rh,Ac,, RhyTfa,, Rh,City, the amidate
Rh,Tfc, and the metronidazole adducts Rh,Ac;Metro,,
Rh,Tfc,Metro, and RhCityMetro,. The radiosensitizing
effects of these Rh(Il) complexes were tested in vitro by
irradiation of Chinese Hamster CHOK1 cells under hypoxic
atmosfere in the presence of the complexes, using gamma
rays from a ®Co source and doses of 2,7 and 4,3 Gy. A
cytotoxicity test has been performed to determinate the
non-toxic concentrations of these compounds, in order to
rule out the possibility of cell death induced by the
complexe toxicity. A dose of 2,7Gy showed no interesting
effects but under a4,7Gy dose the complex Rh,Ac, showed
a higher radiosensitizing effect than the other compounds
and close to previoudy reported effects which required
high radiation doses.



