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Resumo 

O uso de compostos metálicos como fármacos vem ganhando destaque desde a 

descoberta da cisplatina e na tentativa de encontrar complexos mais seguros e 

efetivos, vários compostos tendo como base metais essenciais têm sido 

sintetizados. O uso dos metais essenciais é justificado por eles estarem presentes 

nos organismos vivos participando de diversos processos biológicos. Dentre os 

elementos traços destaca-se o cobre, que é considerado um metal redox ativo, o 

que possibilita a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS), sendo esta 

considerada sua principal função. Além disso, o cobre é encontrado em maiores 

concentrações nas células tumorais, quando comparado com as células normais, 

tornando-o assim um metal essencial vantajoso para ser estudado. Diversos 

estudos demonstraram que complexos de cobre possuem a capacidade de clivar 

a molécula de DNA, instigando assim a síntese e caracterização de novos 

complexos a base de cobre(II) como o [Cu(BTA)phen]ClO4, estudado no presente 

trabalho. O complexo [Cu(BTA)phen]ClO4 apresentou atividade antitumoral in vitro 

e in vivo. Além disso, o complexo apresentou seletividade perante as células 

tumorais testadas in vitro. O mecanismo de ação pode estar relacionado com a 

reação redox do composto, que ocasiona a produção de ROS, auxiliando a ação 

direta ou indireta do complexo sobre o DNA, promovendo assim, o aprisionamento 

das células tumorais na fase G0/G1 e, consequentemente, a indução da morte 

celular. Evidencias mostraram que a morte celular é iniciada pela disfunção da 

autofagia, culminando na indução da apoptose. Os ensaios in vivo mostraram que 

o complexo apresentou potencial atividade de agente antitumoral, a partir da 

redução do volume do tumor sólido em proporções similares à cisplatina. Vale 

ressaltar que o complexo [Cu(BTA)phen]ClO4 apresentou menor toxicidade 

durante o tratamento quando comparado com a cisplatina, sendo esse fato 

evidenciado pela perda de peso observada no grupo tratado com a cisplatina. 

Portanto, o complexo em estudo pode ser considerado um promissor agente 

antitumoral. 

 

Palavras-chave: complexo de cobre(II), ROS, apoptose, autofagia, redução 

tumoral. 
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Abstract 

The use of metal compounds as therapeutic drugs has gained prominence since 

the discovery of cisplatin. In the attempt to find save and more effective drugs, 

several metal based-drugs have been synthesized as potential antitumor agents. 

The use of the essential metals is justified because they are present in living 

organisms, participating in various biological processes. Among the trace 

elements it ś found the copper, which is considered an active redox metal that 

makes it possible the production of reactive oxygen species (ROS), which is 

considered its main function. In addition, copper is found at higher concentrations 

in tumor cells when compared to normal cells, which makes it an advantageous 

essential metal for new drugs development. Several studies have demonstrated 

that the complexation of copper with other ligands has provided the ability to 

cleave the DNA molecule, thus instigating the synthesis and characterization of 

new copper(II)-based complexes such as [Cu(BTA)phen]ClO4, evaluated in the 

present work. The [Cu(BTA)phen]ClO4 complex showed in vitro and in vivo 

antitumor activity. The mechanism of action of the complex is related to the redox 

reaction of the compound, which causes the production of ROS, aiding the direct 

or indirect action of the complex on the DNA, promoting the entrapment of the 

tumor cells in the G0/G1 phase and, consequently, inducting cell death. Evidences 

have shown that cell death is initiated by autophagy dysfunction, culminating in the 

induction of apoptosis. It was also observed that the complex under display 

selectivity to the tumor cells tested in vitro. Besides, in vivo assays showed that 

the complex possess potential antitumor, once that it reduce solid tumor volume in 

proportions very similar to cisplatin. It is noteworthy that the [Cu(BTA)phen]ClO4 

complex presented lower toxicity during treatment when compared to cisplatin, 

which is evidenced by the weight loss observed in the cisplatin treated group. 

Therefore, the complex under study may be considered a promising antitumor 

agent. 

 

Keywords: copper(II) complex, ROS, apoptosis, autophagy, tumor reduction. 
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1. Introdução 

1.1 Epidemiologia evidenciando a importância dos estudos sobre 

câncer 

 

O câncer é um dos principais problemas de saúde pública no mundo, e 

segundo a Organização Mundial da Saúde (WHO – World Health Organization) 

foram relatados em 2012 cerca de 14,1 milhões de novos casos de câncer e 8,2 

milhões de óbitos por câncer. Esses dados mundiais deverão aumentar para 22 

milhões de novos casos e 13 milhões de mortes por ano nas próximas duas 

décadas. Dentre os vários tipos de câncer, os mais comuns foram os de pulmão 

(1,8 milhões de novos casos), de mama (1,7 milhões), intestino grosso (1,4 

milhões) e próstata (1,1 milhão). Na população masculina os cânceres com maior 

incidência foram de pulmão (16,7%), próstata (15,0%), intestino (10,0%), 

estômago (8,5%) e fígado (7,5%), enquanto que na feminina, os mais frequentes 

foram os de mama (25,2%), intestino (9,2%), pulmão (8,7%), colo do útero (7,9%) 

e estômago (4,8%) (IARC/WHO, 2012). 

No Brasil, os dados obtidos entre 2014 e 2015 pelo Instituto Nacional de 

Câncer José Alencar Gomes da Silva (INCA), apontaram para a ocorrência de 

576 mil novos casos de câncer, levando em consideração os casos de câncer de 

pele não melanoma (INCA, 2014). De acordo com as estimativas de 2016 e 2017 

podemos observar um aumento de novos casos de câncer para 596 mil, se não 

considerarmos os casos de câncer de pele (aproximadamente 180 mil), ocorrerão 

cerca de 420 mil casos novos de câncer. Na população masculina brasileira, os 

tipos mais frequentes de câncer serão o de próstata (28,6%), pulmão (8,1%), 

intestino (7,8%), estômago (6,0%) e cavidade oral (5,2%). Já na população 

feminina brasileira, os cânceres de mama (28,1%), intestino (8,6%), colo do útero 

(7,9%), pulmão (5,3%) e estômago (3,7%) apresentarão maior frequência (INCA, 

2015). 

Nota-se que tanto os índices brasileiros, quanto os mundiais apresentam 

os tipos mais prevalentes de câncer derivados de populações de células que se 

dividem ativamente, como por exemplo, células epiteliais do intestino, dos 

pulmões ou da glândula prostática. E os casos mais raros são aqueles oriundos 
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de populações celulares que tipicamente não se dividem, como as células 

diferenciadas musculares ou nervosas (SNUSTAD e SIMMONS, 2010). 

Com base nessas estatísticas sobre a incidência e mortalidade do câncer, 

é possível ressaltar a necessidade de desenvolvimento de tratamentos eficazes 

para conter essa doença. 

 

1.2 Câncer: definições e etiologia 

 

A replicação e divisão do genoma é realizado com alta fidelidade e 

precisão, e por isso as taxas de mutações endógenas nas células somáticas são 

baixas (0,77 x 10-9 por divisão celular local), assim como as taxas de erro na 

segregação cromossômica, sendo de 1 erro a cada 100 divisões (BURREL et al., 

2013). Entende-se por mutação toda e qualquer mudança que ocorra na 

sequência do DNA, englobando diferentes tipos de alterações que variam de uma 

simples troca de um par de base por outro, até o desaparecimento de um 

cromossomo inteiro (GRIFFITHS et al., 2013).  

O aumento das taxas de mutações endógenas pode estar relacionado com 

exposição de mutágenos exógenos e/ou disfunções nos mecanismos que 

mantêm a integridade genômica (BURREL et al., 2013), resultando no mau 

funcionamento das células. Visto que, alterações presentes no material genético 

das células irão produzir proteínas alteradas em quantidade e/ou função, de modo 

que, se essas proteínas estiverem relacionadas com fatores críticos para o 

desenvolvimento das células, como por exemplo, a divisão celular, elas 

estimularão a divisão incontrolável das mesmas (AMERICAN ASSOCIATION 

FOR CANCER RESEARCH, 2014). Essa proliferação anormal das células num 

tecido ou órgão é denominada neoplasia, que vem do grego e significa “novo 

crescimento”. Devido a esse crescimento descontrolado ocorre o empilhamento 

das células, que perderam suas características iniciais, formando assim uma 

massa anormal de tecido conhecido como tumor (BOYLE e LEVIN, 2008).  

Os tumores podem ser classificados em benignos e malignos (Figura 1), 

dos quais nos tumores benignos as células neoplásicas permanecem agrupadas 

numa única massa celular, apresentando proliferação expansiva que provoca a 

compressão dos tecidos vizinhos (THULLER, 2012). Outra peculiaridade dos 
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tumores benignos é que eles têm semelhanças com as células dos tecidos que 

lhes deram origem. Além disso, possuem um lento crescimento (GADELHA et al., 

2014).  

Os tumores malignos têm como caraterística a capacidade de suas células 

se desprenderem da massa inicial e de migrarem, acometendo inicialmente os 

tecidos vizinhos, podendo chegar ao interior de um vaso sanguíneo ou linfático, 

originando outros focos tumorais (ALMEIDA et al., 2005). Esse processo resulta 

na formação de metástases no organismo, no qual células neoplásicas se 

desenvolvem sem continuidade e sem dependência do foco primário, devido sua 

capacidade invasivo/destrutiva. Por apresentarem rapidez e desorganização da 

proliferação os tumores malignos não possuem as características das células que 

os originaram (GADELHA et al., 2014). 

 

Figura 1. Ilustração da disposição das células nos tumores benignos e malignos 

(Fonte: Autoria própria) 

 

 

Um fenômeno essencial para o desenvolvimento do tumor maligno e das 

metástases, originadas a partir dele, é a angiogênese, ou seja, o surgimento de 

novos vasos sanguíneos que podem penetrar no tumor ou serem periféricos 

(ROCHA, 2013). O processo de angiogênese ocorre a partir da migração, 

proliferação e diferenciação de células endoteliais, sendo controlado por sinais 

químicos pró-angiogênico (SAGHIRI et al., 2015). Existem diversos fatores pró-

angiogênicos como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de 
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necrose tumoral α (TNF), interleucina 8, angiogina, entre outros. Porém, a família 

VEGF e seus receptores (VEGFR) são os fatores pró-angiogênicos mais 

relevantes na tumorigênese, uma vez que o aumento na expressão dos mesmos 

está diretamente relacionado com a condição de hipóxia resultante da escassa 

presença de vasos sanguíneos. Condição essa perceptível quando as células 

tumorais atingem 1-2 mm³, em que se faz necessário a ativação da angiogênese 

para proporcionar a continuação do seu crescimento, sendo assim, elas 

estimulam a liberação de mais fatores pró-angiogênicos e reduzem aqueles que 

inibem a angiogênese (como por exemplo a angiostatina que tem como uma das 

suas funções inibir a síntese de VEGF) (NISHIDA et al., 2006). Essas condições 

permitem a iniciação do desenvolvimento de novos vasos sanguíneos 

possibilitando a obtenção de oxigênio e nutrientes para a sobrevivência e 

desenvolvimento das células tumorais (SAGHIRI et al, 2015). Caso não ocorra a 

formação de novos vasos sanguíneos os tumores param de se desenvolver, 

atingindo no máximo 2 mm³, e adquirem característica necrótico ou até mesmo 

apoptótico (NISHIDA et al., 2006). 

O termo câncer, utilizado como sinônimo de tumor maligno, é designado 

para um conjunto de mais de 100 doenças que têm em comum a proliferação 

descontrolada de células que invadem tecidos e órgãos (INCA, 2014). A 

carcinogênese ou oncogênese (processo de formação do câncer), geralmente, 

ocorre lentamente, podendo levar anos entre a proliferação das células 

cancerosas e a formação de uma massa tumoral visível. O progresso gradual da 

oncogênese está relacionado com o acúmulo de diferentes agentes cancerígenos 

(ou carcinógenos), sendo responsáveis pela iniciação, promoção e progressão. O 

estágio de iniciação é caracterizado pela alteração de alguns genes pelos agentes 

cancerígenos. No estágio de promoção as células geneticamente alteradas 

sofrem ação de agentes oncopromotores. E no estágio de progressão é 

caracterizado pela proliferação descontrolada e irreversível das células alteradas 

(THULLER, 2012). 

Os cânceres são classificados de acordo com os tecidos e tipos celulares 

que os originou, no qual o sufixo –oma significa literalmente tumor. Como por 

exemplo, o carcinoma (derivados de células epiteliais) que incluem o revestimento 

interno da boca, estômago, intestino, útero, próstata, entre outros; sarcoma 
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(tecido conectivo ou células musculares) origina-se de ossos, tecido fibroso, 

músculo entre outros; linfomas (células hematopoiéticas); leucemia (células da 

medula óssea que produzem as células brancas); mieloma (células plasmáticas 

da medula óssea); melanomas (células da pele – melanócitos); e gliomas (células 

do tecido de suporte cerebral ou medula espinhal) (ALMEIDA et al, 2005). 

Os tumores, tanto benignos quanto malignos, são doenças genéticas cujas 

mutações que lhes dão origem podem ser de causas extrínsecas ou intrínsecas, 

podendo ambas estar inter-relacionadas. Compreende-se por causas extrínsecas, 

aquelas relacionadas ao meio ambiente como as substâncias químicas, 

irradiação, infecções crônicas e fatores comportamentais (THULLER, 2012). Elas 

podem causar disfunções no DNA ou exacerbar aquelas previamente existentes 

(SNUSTAD e SIMMONS, 2010). Segundo Thuller (2012), cerca de 80% a 90% 

dos casos de câncer estão associados a fatores ambientais. 

As causas intrínsecas estão associadas com fatores genéticos, os quais na 

maioria das vezes, são pré-determinados ou estão relacionados à capacidade do 

organismo de se defender das agressões externas (THULLER, 2012). A relação 

entre as alterações genéticas e o surgimento do câncer é explicada pelas 

mutações pontuais e cromossômicas. Na mutação pontual há alteração de um 

único par de base do DNA ou de um pequeno número de pares de bases 

adjacentes. Já a mutação cromossômica está relacionada com grandes variações 

na estrutura cromossômica ou no número de cópias de cromossomos em uma 

célula (GRIFFTHS et al., 2013). Em linhas gerais, podemos dizer que as causas 

intrínsecas desencadeiam mutações que ocorrem na sequência do DNA que 

envolvem substituições, inserções, translocações, ou deleções de pequenos ou 

grandes fragmentos de DNA, amplificação genômica, rearranjos cromossômicos e 

ganho ou perca de segmentos ou de todo cromossomo (BURREL et al., 2013). 

Acredita-se que o DNA humano contém cerca de 23.000 genes, e destes 

milhares (3.000 – 5.000) codificam proteínas envolvidas na tumorigênese, as 

quais nesse processo encontram-se desreguladas (BOYLE e LEVIN, 2008). 

Tendo como exemplo, os genes que controlam a proliferação celular: os proto-

oncogenes e os genes supressores tumorais. Os proto-oncogenes normalmente 

encontram-se inativados nas células e só estão ativos quando recebem sinais de 

regulação apropriados. Porém quando sofrem alterações esses genes 



 

6 

 

apresentam ativação constitutiva, ou seja, se transformam em oncogenes que tem 

a capacidade de induzir a proliferação descontrolada da célula. Os genes 

supressores tumorais codificam reguladores negativos que tem como funções a 

redução da proliferação celular, reparo de erros no DNA e indução da apoptose. 

Mutações nesses genes permitem o acúmulo de mutações ou sobrevivência das 

células que apresentam proliferação anormal (AMERICAN ASSOCIATION FOR 

CANCER RESEARCH, 2014).  

Na maioria dos casos, o câncer é derivado de uma única célula somática e 

de seus clones neoplásicos, que acumulam uma série de mudanças genéticas e 

modificam a atividade do gene (OLIVEIRA-JÚNIOR et al., 2014). A morfologia das 

células cancerosas geralmente difere das demais, sendo mais variáveis em 

tamanho e forma, com núcleo maior. A instabilidade genética ou mudanças no 

número e estrutura cromossômica são fatores de grande importância na 

oncogênese (SNUSTAD e SIMMONS, 2010).  

Vários estudos demonstraram que a instabilidade genética aumenta a 

probabilidade do câncer desenvolver cada uma das características relatadas por 

Hanahan e Weinberg (2000, 2011). Segundo esses autores, todos os cânceres 

desenvolvem diversas características que são essenciais por atribuir as células 

tumorais vantagens consideradas adaptativas perante as células normais. São 

elas: (i) sustentação da sinalização proliferativa; (ii) evasão de supressores de 

crescimento; (iii) resistência à morte celular programada; (iv) imortalidade 

replicativa; (v) ativação de invasão e metástase; (vi) indução de angiogênese; (vii) 

instabilidade genômica; (viii) inflamação promovida pelo tumor; (ix) 

reprogramação do metabolismo energético; e (x) evasão da destruição imune. 

Essas características são conhecidas na oncologia molecular como hallmarks do 

câncer (HANAHAN e WEINBERG 2000; HANAHAN E WEINBERG, 2011).  

A maioria dos hallmarks são ativos e ocorrem em diferentes graus nas 

células neoplásicas (ROCHA, 2013), ou seja, em cada etapa do desenvolvimento 

tumoral uma célula adquiri uma ou mais mutações que irão conferir vantagens 

seletivas perante às células que as circundam. Esse processo de seleção natural 

permite que as células cancerosas sobrevivam em um ambiente inóspito, dentro 

do tumor, o qual apresenta baixo nível de oxigênio, escassez de nutrientes e com 

barreiras naturais ao crescimento impostas pelo tecido adjacente (ALBERTS et 
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al., 2010). Desse modo, a seleção das células que possuem mutações desejáveis 

e que são passadas para as suas descendentes permitem que o tumor se torne 

mais adaptado, favorecendo seu desenvolvimento. Além disso, essa seleção 

favorece a formação de uma população subclonal heterogênea, ou seja, células 

geneticamente distintas (BURREL et al., 2013). 

Como descrito até o presente momento a desordem genética é conhecida 

como a causa primária do câncer. Entretanto, estudos recentes vêm 

demonstrando que o câncer não é somente influenciado por fatores genéticos, 

mas também pode estar relacionado com eventos epigenéticos anormais. O 

termo epigenética se refere a mudanças hereditárias na expressão gênica e na 

estrutura da cromatina, as quais não envolvem alterações na sequência de DNA 

(AHMED et al., 2016; BABA et al., 2016). Diferentemente do que ocorre nas 

desordens genéticas que envolvem alterações na sequência de DNA (AHMED et 

al., 2016). As alterações epigenéticas, que ocorrem nas células tumorais, são 

responsáveis pela metilação dos dinucleotídeos CpG que podem causar o 

silenciamento dos genes supressores de tumor e mudanças no padrão de 

acetilação de histonas que pode levar a ativação de oncogenes (BABA et al, 

2016). Diversos estudos relatam a presença de mudanças no padrão epigenético 

de células normais antes do surgimento de células tumorais, e em estágios 

iniciais da tumorigênese. Indicando que as alterações epigenéticas possam 

ocorrer antes da etapa que envolve modificações genéticas no processo de 

tumorigênese (FEINBERG et al., 2006), ou seja, as mudanças genéticas seriam 

consequência da modificação do padrão epigenético das células (AHMED et al., 

2016). 

 

1.3 Tratamentos do câncer 

 

As modalidades de tratamento do câncer mais comumente utilizadas são 

três: cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Elas podem ser utilizadas em conjunto 

no tratamento das neoplasias malignas (GADELHA et al., 2014), tendo como 

objetivo a erradicação completa da doença, prolongar o tempo de vida do 

paciente e contenção do crescimento das células tumorais, ou para amenizar os 
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sintomas associados ao processo canceroso (LORENCETTI e SIMONETTI, 

2005).  

Atualmente, são poucos os casos de tumores malignos que são tratados 

com apenas uma modalidade terapêutica, sendo que a escolha do tratamento ou 

da combinação entre eles está relacionado com a suscetibilidade dos tumores aos 

mesmos (THULLER, 2012). Além disso, o tamanho do tumor primário e da 

ocorrência ou não de metastização influenciam na escolha de qual técnica será 

usada (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2014). A detecção precoce e o início 

imediato do tratamento do câncer proporcionam índices curativos para um terço 

dos casos de câncer, podendo citar como exemplo os canceres de mama, colo de 

útero, cavidade oral e cólon (THULLER, 2012). 

Na maioria dos casos, a cirurgia é escolhida como tratamento inicial para 

remoção de vários tipos de cânceres sólidos, quando esses não apresentam 

metástases, tendo como objetivo a remoção da massa tumoral. Esta modalidade 

de tratamento pode ser classificada como curativa ou paliativa (LORENCETTI e 

SIMONETTI, 2005), ou seja, respectivamente, quando há a remoção total da 

massa tumoral ou quando a remoção da massa tumoral é realizada para reduzir a 

população de células tumorais, proporcionando assim o bem-estar dos pacientes 

que estão em um estágio mais avançado do câncer (AMERICAN CANCER 

SOCIETY, 2014). 

A radioterapia é o método de tratamento que faz uso de altas doses de 

radiação no intuito de matar as células cancerosas, impedindo assim que se 

espalhem. Esse tratamento pode ser realizado tanto externamente (máquina 

responsável por irradiar as células tumorais de uma determinada região do corpo) 

quanto internamente (radioisótopos são injetados no corpo, próximo das células 

cancerosas) (NATIONAL CANCER INSTITUTE, 2012a). Diferentemente do 

tratamento cirúrgico, a radioterapia não é específica para as células cancerosas, 

devido a sua ação de inibição de crescimento sobre as células que se dividem 

rapidamente (VOLPATO et al., 2007). Mas como as células malignas crescem em 

uma proporção maior do que as células normais, elas se tornam mais suscetíveis 

à radioterapia. Porém, esse fato não evita que as células normais sofram ação 

desse tratamento, fato esse evidenciado a partir dos efeitos colaterais que esse 
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tratamento causa, como exemplo, as alterações cutâneas (LORENCETTI e 

SIMONETTI, 2005). 

A quimioterapia é a forma de tratamento do câncer que usa compostos 

químicos denominados antineoplásicos ou quimioterápicos administrados em 

intervalos regulares, que variam de acordo com os esquemas terapêuticos 

(THULER, 2012). Os quimioterápicos possuem capacidade de induzir morte 

celular ou de abrandar o ritmo da divisão das células. Assim como a radioterapia, 

a quimioterapia não é específica para as células cancerosas, podendo causar 

danos às células saudáveis do organismo que possuem divisão acelerada, como 

por exemplo as células da mucosa bucal, do intestino e as células que são 

responsáveis pelo crescimento do cabelo (NATIONAL INSTITUTE OF CANCER, 

2012b). 

Os antineoplásicos podem ser administrados pela via oral (sob forma de 

comprimidos, cápsulas ou em líquido), topicamente (sob a forma de líquido ou 

pomada), intravenosa (aplicada na veia sob forma de injeções ou dentro do soro), 

intramuscular (injeções no músculo), intratecal (no fluido cefalo-raquidiano), ou 

subcutânea (abaixo da pele – injeções no tecido gorduroso acima do músculo). 

Porém a principal via de administração dos quimioterápicos é a intravenosa 

(sistêmica) (INCA, 2010), ou seja, o tratamento pode atuar por todo corpo do 

paciente. Diferentemente da cirurgia e da radioterapia que remove, mata ou causa 

danos nas células de uma determinada região (tratamento local) (AMERICAN 

CANCER SOCIETY, 2015a). 

 

1.3.1 Quimioterapia – Classificação dos antineoplásicos 

 

A quimioterapia é o uso de diferentes drogas no tratamento de qualquer 

doença, como o câncer. Mais de 100 quimioterápicos são utilizados atualmente, o 

que torna essa classe de medicamentos um grupo heterogêneo de substâncias 

químicas (com diferentes composições) (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2015a) 

capazes de inibir o crescimento e/ou os processos vitais das células tumorais com 

uma toxicidade tolerável sobre as células normais (não-tumorais). Os 

quimioterápicos possuem diversas moléculas celulares como alvo (FONTES et 

al., 2005), desse modo, um dos critérios utilizados para classificá-los se baseiam 
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em seu mecanismo de ação, estrutura química e ação fisiológica. Por esse modo 

de classificação podemos destacar cinco classes de quimioterápicos mais 

utilizados, sendo eles: os alquilantes, os antimetabólitos, os antibióticos, os 

inibidores mitóticos (REDDY e COUVREUR, 2010), como ilustrado na Figura 2. 

 

Figura 2. Estrutura química dos representantes das diferentes classes de 

quimioterápicos (Fonte: Adaptado de WIJDEVEN et al., 2016). 

 

Agentes alquilantes são capazes de modificar quimicamente o DNA, sendo 

que os sítios de ação mais comuns são a base guanina e a adenina (WIJDEVEN 

et al., 2016), a partir de ligações covalentes por reação de alquilação (ALMEIDA 

et al., 2005). O DNA alquilado pode então formar ligações cruzadas (“Cross – 

linked”) inter- ou intra- filamentares, desencadeando uma resposta ao dando no 

DNA e consequentemente a morte celular (WIJDEVEN et al., 2016). Os agentes 

alquilantes podem atuar em qualquer fase do ciclo celular, desse modo são 
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utilizados para tratar diversos tipos de cânceres, dentre eles: leucemia, linfoma, 

doença de Hodgkin, sarcoma, câncer de pulmão, mama e ovário. Vale ressaltar 

que, devido a ação similar dos compostos de platina na maneira de matar as 

células cancerosas, algumas vezes eles são agrupados à classe de 

quimioterápicos alquilantes. Podemos citar como exemplos de agentes aquilantes 

a ciclofosfamida e a fosfamida (AMERCIAN CANCER SOCIEY, 2015b). 

Agentes antimetabólitos podem atuar de duas maneiras: inibindo enzimas 

essenciais para a biossíntese dos nucleotídeos ou mimetizando os nucleotídeos 

do DNA ou RNA, bloqueando a replicação do DNA e consequentemente a 

proliferação celular (WIJDEVEN et al., 2016). Devido este mecanismo de ação, os 

agentes antimetabólitos atuam sobre células que estão na fase S do ciclo celular. 

Essa classe de antineoplásicos podem ser usados nos tratamentos de leucemias, 

câncer de ovário, mama, trato intestinal, entre outros. O 5-Fluorouracil (5-FU), 

Metotrexato (MXT) e o Mercaptopurina são exemplos de agentes antimetabólitos 

(AMERCIAN CANCER SOCIEY, 2015b). 

Os antibióticos antitumorais atuam em todas as fases do ciclo celular 

interferindo no funcionamento de enzimas envolvidas na replicação do DNA 

(AMERCIAN CANCER SOCIEY, 2015b). Como o caso da topoisomerase II, a 

qual tem sua atividade reduzida pelo fato dos antibióticos antitumorais formarem 

ligações interfilamentares com o DNA. Além disso, promovem a formação de 

radicais livres por apresentarem em suas estruturas anéis insaturados que 

possibilitam a agregação de elétrons. Outra função dos antibióticos está 

relacionada com a sua interação com fosfolipídeos da membrana celular, 

modificando a sua fluidez e consequentemente o transporte de íons. Alguns dos 

quimioterápicos existentes nesse grupo são a doxorrubicina e a daunorrubicina. 

Vale lembrar que, algumas drogas dessa classe, como a mitomicina C e a 

bleomicina, apresentam ainda outros mecanismos de ação como, 

respectivamente, alquilação e quebras filamentares no DNA (ALMEIDA et al., 

2005). 

Outra classe de agentes antineoplásicos são os inibidores mitóticos que 

atuam sobre os microtúbulos. Essa maquinaria é essencial para estrutura do 

citoesqueleto, sinalização, transporte e segregação dos cromossomos durante a 

divisão celular. Várias drogas têm sido desenvolvidas para atuar sobre a dinâmica 
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dos microtúbulos, interagindo com a subunidade β-tubulina do fuso para 

estabilizar (como os taxanos e epotilones) ou desestabilizar os microtúbulos 

(como o alcaloide vinca – vinblatina e vincristina). Ambas as classes inibem a 

formação correta do fuso mitótico ocasionando o aprisionamento da célula na 

mitose (WIJDEVEN et al., 2016) na fase M do ciclo celular. Outros compostos de 

inibidores mitóticos podem atuar em qualquer fase do ciclo celular, quando seus 

alvos são as enzimas responsáveis pela multiplicação celular (AMERCIAN 

CANCER SOCIEY, 2015b). 

Apesar de existirem diferentes tipos de quimioterápicos e uma vasta 

possibilidade de mecanismos de atuação, o uso destes pode ocasionar problemas 

relacionados à resistência das linhagens tumorais (LUQMANI, 2005). As células 

tumorais desenvolvem mecanismos que dificultam a indução da morte celular 

perante o uso de drogas anticâncer. De modo geral, esses mecanismos que 

conferem às células tumorais resistência aos agentes antineoplásicos pode ser 

intrínseca ou adquirida durante e/ou após a quimioterapia (GATTI et al., 2015). A 

resistência intrínseca está relacionada a uma característica inerente do tumor 

maligno que impede a ação do fármaco anticâncer, por lhe conferir proteção aos 

danos causados pela droga, possivelmente associada ao efluxo da mesma 

(SHARMA et al., 2010). Como por exemplo, a amplificação da ATPase 

transportadora B1 (ABCB1; Glicoproteína-p; proteína de resistência a múltiplas 

drogas 1 [MDR1]) pela célula tumoral que, consequentemente, irá conferir maior 

codificação de uma ATPase de transporte, nomeada ABC. Essa proteína de 

transporte encontra-se embutida na membrana plasmática, e tem como função o 

bombeamento unidirecional de substâncias endógenas e compostos xenobióticos 

para fora da célula. Desse modo, a superprodução dessa proteína impede o 

acúmulo intracelular dos fármacos anticâncer, insensibilizando assim as células 

cancerosas (WOLKING et al., 2015). 

A resistência adquirida durante o tratamento quimioterápico, também 

conhecida como quimiorresistência, está associada a modificações epigenéticas 

ou alterações em vias de sinalização que promovem mudanças no padrão de 

transcrição das células cancerosas. Tal característica, pode também ser adquirida 

através de subpopulações de células cancerosas que apresentam mutações ou 

alterações da expressão de genes de resistência, sendo esta uma característica 
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peculiar à natureza heterogênea do tumor. A ativação do fator de transcrição KB 

(NFKB), é um exemplo de quimiorresistência desenvolvida pelas células 

cancerosas a qual inibe a indução da apoptose (WIJDEVEN et al., 2016). Uma 

vez que, o NFKB é o principal fator de transcrição de genes pró-sobrevivência 

(p.ex. proteína inibitória c-FLIP - FLIP) (DOLCET et al., 2005) e de citocinas pró-

inflamatórias (p.ex. ciclooxigenase 2 - COX 2) (LI e SETHI, 2010). 

 

1.3.2 Complexos metálicos no tratamento oncológico 

 

O uso de compostos metálicos para aplicação medicinal teve início a partir 

da descoberta da ação antineoplásica do composto cis-diaminodicloroplatina(II), 

denominado cisplatina, em 1969. O emprego da cisplatina como agente 

quimioterápico teve início em 1978 e atualmente é um dos compostos mais 

utilizados e mais eficiente no tratamento de cânceres de pulmão, cabeça, 

pescoço, ovário, bexiga (HARTINGER et al., 2008), testículo (que se obtém até 

90% taxa de cura), melanoma, linfomas e mielomas (WHEATE et al., 2010). 

Os metais são indispensáveis para realização de diversos processos 

bioquímicos celulares. As concentrações intracelulares dos metais necessitam de 

uma forte regulação por apresentarem como característica alta reatividade 

(FLOREA e BÜSSELBERG, 2011) e bioacumulação, podendo causar efeitos 

colaterais graves (RODRIGUES et al., 2009) quando encontrados no organismo 

em concentrações fora dos padrões sendo associados a patologias, como o 

câncer (FLOREA e BÜSSELBERG, 2011). Por outro lado, os compostos 

metálicos apresentam características como diversidade estrutural, propriedades 

fotoquímicas e fotofísicas, e habilidade de formar interações específicas com 

biomoléculas que os tornam uma excelente alternativa para a descoberta de 

novas drogas. A atividade biológica está diretamente relacionada com a escolha 

do metal, seu estado de oxidação e do ligante presente no complexo. O 

sinergismo ou a soma das funções do metal com seus ligantes podem tornar o 

complexo biologicamente ativo, de modo a proporcionar interações com 

moléculas biológicas através da formação covalente de adutos, que podem 

provocar disfunções celulares (LEUNG et al., 2016).  
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O DNA é considerado um dos principais alvos terapêuticos, justamente 

pelo falo de regular diversas funções celulares (GILAD e SENDEROWITZ, 2014), 

como os processos de replicação e de transcrição, que são essenciais para a 

divisão celular e para a produção de proteínas. Qualquer agente que interfira em 

algum desses processos pode ser citotóxico, sendo que agentes inibidores da 

replicação do DNA são considerados pró-apoptóticos (FONTES et al., 2005). 

 A rica estrutura do DNA permite uma fácil interação com diversos 

complexos metálicos, seja por meio de ligação direta (covalente) do composto 

com as bases nitrogenadas ou grupo fosfato do DNA; ou a partir de interações 

eletrostáticas e hidrofóbicas com os sulcos maior/menor do DNA; ou por 

intercalação (Figura 3) (BARRA e NETTO, 2015). Essas interações ocorrem 

graças às propriedades metálicas de facilidade de formação de íons carregados 

positivamente em solução aquosa, o que possibilita sua ligação a moléculas 

biológicas carregadas negativamente (FREZZA et al.,2010), como o DNA. 

 

Figura 3. Representação dos modos de interação com o DNA. Os ligantes estão 

representados em azul com o código PDB entre parênteses (Fonte: GILAD e 

SENDEROWITZ, 2014). 

 

A interação dos complexos metálicos com o DNA pode ocorrer através de 

diversos mecanismos, dentre eles ligação covalente, formando ligações inter- 

intra- filamentares, de caráter irreversível, induzindo a apoptose por inviabilizar o 

uso do DNA. Os complexos também podem interagir com o sulco maior e menor 

do DNA, onde interações intermoleculares são formadas por ligações de 

hidrogênio, porém o sulco maior possui os grupamentos metil da base de timina 
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expostos, permitindo uma maior interação com diversos compostos. Essa 

variação no modo de interação com os complexos metálicos confere um padrão 

de seletividade imposto pelos sulcos do DNA, onde no sulco maior ocorre 

interação com moléculas maiores e no sulco menor, preferencialmente, com 

moléculas menores. De modo geral, este tipo de interação interfere na ligação de 

proteínas ao DNA (p.ex. fatores de transcrição), ocasionando aprisionamento 

proliferativo e morte celular. A intercalação é a inserção de uma pequena 

molécula entre dois pares de bases adjacentes na fita do DNA, podendo existir 

interação com os sulcos. Esse tipo de interação gera mudanças conformacionais 

na estrutura do DNA, incluindo a abertura de um gap entre as bases, 

alongamento, desenrolamento das hélices do DNA (GILAD e SENDEROWITZ, 

2014) e enrijecimento, ou seja, o DNA perde a estrutura helicoidal regular. Estas 

mudanças na estrutura secundária do DNA afetam suas funções biológicas como 

a replicação e, consequentemente, inibem a progressão de cânceres ou causam 

morte celular (BARRA e NETTO, 2015). 

O mecanismo de ação da cisplatina pode ser utilizado para exemplificar a 

interação de um complexo metálico e a molécula de DNA. Ele consiste, 

inicialmente, da difusão da cisplatina (identificado como 1 na Figura 4) até o 

núcleo da célula, no qual irá sofrer modificações em sua estrutura a partir da 

substituição dos ligantes dicloreto (grupos de saída) pela água ou hidróxido. 

Dando origem a uma estrutura parcialmente hidrolisada (identificado como 2 na 

Figura 4) que então se liga ao DNA (identificado como 3 na Figura 4). Esse 

produto formado a partir da aquação e/ou hidrólise, na maioria das vezes, 

interage com duas bases guaninas adjacentes na cadeia do DNA, ocasionando 

distorções na estrutura do mesmo, o que induz a morte celular apoptótica, uma 

vez que os mecanismos de reparo existentes não são capazes de reparar tal 

dano na molécula de DNA. Vale ressaltar que, caso ocorra a aquação/hidrólise 

prematura da cisplatina, ou seja, modificação na estrutura da molécula no meio 

extracelular irá promover a interação de adutos de platina com proteínas (p.ex. 

albumina), ocasionando efeitos adversos (LEVINA et al., 2009). 
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Com conhecimento dessas limitações, pesquisas foram direcionadas para 

o screening de novos complexos metálicos que apresentem maior atividade 

antitumoral, maior espectro de ação, principalmente sobre linhagens tumorais 

resistentes ao tratamento com cisplatina, e menor toxicidade (RODRIGUES et al., 

2009). Desse modo, seis novos compostos a base de platina foram sintetizados, 

sendo que destes, apenas dois (carboplatina e oxaliplatina) obtiverem aprovação 

mundial e os outros três conseguiram aprovação em determinados países 

(lobaplatina na China, heptaplatina na Coréia do Sul e nedaplatina no Japão). 

Apesar desses complexos de platina revelarem resultados mais promissores do 

que a cisplatina, eles não deixaram de apresentar alguns efeitos colaterais 

(Tabela 1) (WHEATE et al., 2010). Frente ao exposto, na perspectiva de encontrar 

novos antitumorais mais eficazes do que os presentes no mercado, vários novos 

compostos à base de diferentes metais como rutênio, ródio, ouro, paládio, titânio, 

ósmio, ferro e cobre estão sendo sintetizados e investigados suas propriedades 

antitumorais (HARTINGER et al., 2008). 

 

Tabela 1. Drogas a base de platina que foram aprovadas para utilização no 

tratamento de pacientes com câncer em pelo menos um país (Fonte: Adaptado de 

WHEATE et al., 2010) 

Droga País Toxicidade dose-limitante 

Cisplatina 

Carboplatina 

Oxaliplatina 

Nedaplatina 

Lobaplatina 

Heptaplatina 

Global 

Global 

Global 

Japão 

China 

Coréia 

Nefrotoxicidade 

Mielosupressão 

Neurotoxicidade 

Mielosupressão 

Trombocitopenia 

Nefrotoxicidade/ Sangramento 

intra-abdominal 

 

1.4.1 Potencial farmacológico de complexos de cobre(II) 

 

Na tentativa de encontrar compostos inorgânicos menos tóxicos, foram 

sintetizados vários complexos a base de metais essenciais como potenciais 

antineoplásicos (RUIZ-AZUARA e BRAVO-GÓMEZ, 2010). O uso dos metais 
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essenciais é justificado por eles estarem presentes nos organismos vivos, 

participando de diversos processos biológicos, tais como na transferência de 

elétrons, na catálise, e por serem co-fatores enzimáticos (FREZZA et al., 2010). 

Dentre os elementos traços (micronutrientes) destaca-se o cobre. Várias 

pesquisas demonstraram que complexos a base de cobre podem proporcionar 

maior espectro de atividade antitumoral e efeitos colaterais relativamente menores 

quando comparados aos compostos à base de platina, além de possuir menor 

probabilidade de resistência das células tumorais (RUIZ-AZUARA e BRAVO-

GÓMEZ, 2010). 

Em condições biológicas normais o cobre pode ser encontrado em dois 

estados de oxidação, sendo eles: +1, íon cuproso (Cu1+) e +2, íon cúprico (Cu2+) 

(DING et al., 2011). Desse modo, pode ser considerado um metal redox ativo, ou 

seja, que muda facilmente do estado reduzido Cu(I) para o estado oxidado Cu(II). 

Com essas mudanças no estado redox, o cobre pode participar de reações que 

envolvem oxidação-redução, fazendo com que compostos à base de cobre 

possam reagir diretamente com o oxigênio molecular formando espécies reativas 

de oxigênio (ROS) (TISATO et al.,2009), tais como os radicais superóxido e 

peróxido de hidrogênio (SAGHIRI et al, 2015). Em vista disso, a reação de 

oxidação-redução é considerada a principal função das moléculas biológicas que 

possuem cobre em sua estrutura (RUIZ-AZUARA e BRAVO-GÓMEZ, 2010). Vale 

ressaltar que o cobre também pode participar no processo de defesa contra as 

ROS (SAGHIRI et al, 2015).  

O cobre é indispensável para o funcionamento de diversas enzimas e 

proteínas relacionadas (como grupo protético), por exemplo ao metabolismo 

energético, à respiração mitocondrial (p. ex. citocromo oxidase), à antioxidação 

(p.ex. Cu, Zn-superóxido dismutase), formação do tecido conectivo (lisil oxidase), 

síntese de melanina (tirosinase) e metabolismo de ferro (SAGHIRI et al, 2015; 

TISATO et al.,2009).  

Outro motivo que despertou interesse em utilizar os complexos a base de 

cobre como um antitumoral é a presença de elevadas concentrações de cobre em 

diferentes tipos de cânceres humanos como sarcoma, leucemia, linfoma de 

Hodkin’s, cânceres de pulmão, mama, cérebro, fígado, colo do útero (SAGHIRI et 

al, 2015) e próstata, quando comparado com células saudáveis (FREZZA et al., 
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2010). O aumento na concentração dos níveis de cobre nas células tumorais pode 

estar relacionado com seu papel de cofator na angiogênese, processo de 

formação de novos vasos sanguíneos. Sabe-se que o crescimento dos tumores e 

a formação de metástases estão diretamente relacionados com a angiogênese 

(XIAO et al., 2010).  

Testes in vitro demonstraram que o cobre pode estimular a proliferação e 

migração de células endoteliais humanas, visto que esse elemento é cofator de 

diversos mediadores angiogênicos como o fator de crescimento endotelial 

vascular (VEGF), fator de crescimento de fibroblastos (bFGF), interleucinas 1     

(IL-1) e 8 (IL-8), os quais são primordiais para o processo de angiogênese tumoral 

(TISATO et al., 2009). Desse modo, o cobre participa das etapas iniciais da 

angiogênese tumoral através da ativação de fatores angiogênicos, que se ligam a 

células endoteliais induzindo a mudança da fase G0 para a fase G1 e, 

consequentemente, a proliferação celular (NASULEWICZ et al., 2004). O cobre 

pode ser considerado angiogênico por si só, mas não é o participante central na 

angiogênese (SAGHIRI et al, 2015). 

Com relação aos complexos de cobre, diversos estudos demonstraram que 

eles apresentam capacidade de clivar a molécula de DNA, sendo que a interação 

com o DNA está relacionada com o tamanho do complexo, afinidade eletrônica e 

à geometria do aduto formado. A interação entre complexos de cobre e DNA pode 

ocorrer de modo não covalente podendo ser uma ligação eletrostática, uma 

intercalação, ou uma ligação no sulco maior ou menor do DNA. Essa interação 

induz uma alteração conformacional irreversível na estrutura do ácido 

desoxirribonucleico (SANTINI et al., 2013).  

Com base nestas informações, vários complexos de cobre foram e estão 

sendo testados como compostos promissores, que têm como alvo o DNA. 

Podemos citar como exemplo o complexo [Cu(1,10-Phen)2]2+, que possui 

atividade de clivagem de DNA eficiente. O mecanismo de clivagem deste 

complexo consiste num processo ordenado, o qual se inicia pela redução 

[Cu(1,10-Phen)2]2+ para [Cu(1,10-Phen)2]+, seguido da ligação ao sulco menor do 

DNA e a subsequente formação de um complexo através da reação com peróxido 

de hidrogênio, dando assim origem a estrutura cobre-oxo que é responsável pelos 

danos oxidativos no DNA (SILVA et al., 2013). 
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As Casiopéinas® são um grupo de complexos à base de cobre que vêm 

apresentando resultados promissores, sendo que dois complexos dessa família 

encontram-se na fase clínica 1 de testes. Essa família tem em comum a fórmula 

[Cu(NN)(NO)]NO3 e [Cu(NN)(OO)]NO3, na qual (NN) representa os ligantes 

aromáticos 2,2’-bipiridina ou 1,10-fenantrolina; (NO) representa um aminoácido 

essencial ou um peptídeo e (OO) representa um ligante não aromático 

(acetilacetonato ou salicilaldehidato), como ilustrado na Figura 5. Diversos 

estudos realizados com as Casiopeínas e complexos de cobre similares 

demonstraram capacidade de clivar o DNA. Além disso, tais complexos 

apresentam atividade antitumoral perante diversas linhagens in vitro e in vivo 

(GALINDO-MURILLO et al., 2015). 

 

Figura 5. Estruturas representativas dos compostos pertencentes à família das 

Casiopéinas®. (A) Cu[(2,2’-bipyridina)(acetilacetonato)]+, (B) Cu[(1,10-

fenanthrolina)(acetilacetonato)]+ e (C) Cu[(1,10-fenanthrolina)(glicinato)]+ (Fonte: 

GALINDO-MURILLO et al., 2015) 

 

1.4.2  Complexo de cobre contendo β–dicetona e 1,10-fenantrolina 

 

O uso de elementos presentes na tabela periódica oferece várias 

possibilidades de incorporar diferentes elementos em novos compostos (KLJUN e 

TUREL, 2017). Vários aspectos biológicos dos complexos a base de metais estão 

relacionados com a facilidade de separar o íon metálico e o ligante. Desse modo, 

é fundamental entender a relação entre o ligante e o metal no sistema biológico 

(SHEIKH et al., 2011).  

O complexo ternário do tipo [Cu(O-O)(N-N)ClO4], sintetizado por Almeida et 

al. (2015), onde O-O = 4,4,4-trifluoro-1-fenil-1,3-butanodiona (HBTA); N-N = 1,10-
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fenantrolina (phen) (Figura 6), genericamente chamado de Cu(BTA)(Phen)ClO4 

(CBP-01) foi objeto de estudo do presente trabalho.  

 

Figura 6. Representação da estrutura química proposta para o complexo metálico 

Cu(BTA)(Phen)ClO4  

 

 

 

Esse composto é formado a partir da associação da fenantrolina e a β-

dicetona ao cobre (II) (ALMEIDA et al, 2015). Sabe-se que a fenantrolina, uma 

amina aromática, apresenta alta afinidade de ligação ao cobre e devido à 

presença de anéis aromáticos em sua estrutura possibilita sua interação com o 

DNA (RUIZ-AZUARA e BRAVO-GÓMEZ, 2010). Várias pesquisas demonstraram 

o potencial citotóxico do complexo [cobre – 1,10 fenantrolina], desse modo 

diversos estudos testaram a adição de diferentes coligantes a esse complexo 

para potencializar a ação antitumoral do mesmo. As β-dicetonas e seus 

derivados, são exemplos de ligantes utilizados para potencializar a ação do 

complexo [cobre – 1,10-fentantrolina], sendo que as β-dicetonas possuem 

atividade antitumoral (ALMEIDA et al, 2015).  

Estudos recentes mostraram que as β-dicetonas podem ser utilizadas 

como grupos de saída (ligante funcional) de complexos metálicos. Além disso, foi 

descoberto que o substituinte CF3 presente na estrutura das β-dicetonas são os 

responsáveis pelo aumento da lipofilicidade e, consequentemente, da absorção 

celular (KLJUN e TUREL, 2017). Além do mais as β-dicetonas possivelmente 

modulam as propriedades redox do metal central (RUIZ-AZUARA e BRAVO-

GÓMEZ, 2010).  



 

22 

 

Com os crescentes índices de novos casos de câncer se faz necessário a 

busca por novos agentes antitumorais que sejam mais eficazes e apresentem 

menos efeitos colaterais, proporcionando assim melhor qualidade de vida aos 

pacientes em tratamento. Desse modo, é de extrema importância a pesquisa de 

potenciais agentes quimioterápicos, como os complexos metálicos a base de 

cobre(II).  

 

2. Objetivos 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar os mecanismos citotóxicos do complexo Cu(BTA)(Phen)ClO4   

(CBP-01), bem como sua toxicidade e efeitos antitumorais. 

 

2.2  Objetivos específicos 

 

 Testar a atividade citotóxica do CBP-01 e de seus ligantes isolados, 

utilizando as linhagens murinas tumorigênicas de sarcoma (TG180) e de 

carcinoma mamário (Ehrlich); linhagem tumoral de colo de útero humano 

(Hela); e a linhagem não tumorigênica murina de mioblasto (C2C12); 

 Determinar a Concentração Inibitória de 50% da viabilidade celular (IC50) 

do CBP-01 nas diversas linhagens utilizadas; 

 Testar a atividade citotóxica do CBP-01 em associação com o antioxidante 

NAC (N-acetilcisteína);  

 Testar a atividade genotóxica do CBP-01, por meio de teste de 

micronúcleo, utilizando a linhagem celular murina de mioblasto (C2C12); 

 Avaliar a progressão do ciclo celular após tratamento com o complexo 

CBP-01 na linhagem tumorigênica sarcoma 180; 

 Determinar o potencial de produção de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) a partir do tratamento da linhagem tumorigênica de sarcoma 180 

com o complexo CBP-01; 

 Determinar o tipo de morte celular induzido pelo complexo CBP-01 perante 

a linhagem tumorigênica sarcoma 180; 

 Determinar a dose Letal 50% (DL50) do CBP-01; 
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 Avaliar a atividade antitumoral do complexo CBP-01; 

3. Metodologia 

 

O complexo metálico de cobre(II) contendo β-dicetona e 1,10 fenantrolina, 

Cu(BTA)(Phen)ClO4 (CBP-01), foi sintetizado pelo grupo de pesquisa do Instituto 

de Química, da Universidade Federal de Uberlândia, coordenado pelo professor 

Dr. Wendell Guerra. O complexo CBP-01 foi gentilmente cedido para a realização 

da nossa pesquisa. 

 

3.1 Testes in vitro 

3.1.1 Manutenção das linhagens celulares 

 

As linhagens celulares mioblasto (C2C12) e tumor cervical (HeLa) foram 

mantidas in vitro, cultivadas em frascos de 25 cm² em meio RPMI-1640 (Gibco®, 

Paisley, UK), suplementado com 25 mM HEPES, 2mM L-glutamina, 100 U/mL de 

penicilina, 100 μg/mL de estreptomicina (Sigma Chemical Co.®, St. Louis, USA), 

10% de soro fetal bovino inativado por aquecimento (Cultilab®, Campinas, Brazil) 

e foram mantidas em uma estufa a 37ºC e 5% CO2. 

As linhagens celulares Sarcoma 180 e Ehrlich foram mantidas in vivo por 

meio de repiques semanais, nos quais 200 µL do tumor ascítico presente na 

cavidade peritoneal eram transferidos para outro animal, via inoculação 

intraperitoneal. Os animais foram mantidos no biotério do Laboratório de 

Experimentação Animal da Universidade Federal de Uberlândia sob condições 

controladas, sendo mantidos em gaiolas plásticas, em sala climatizada sob 

temperatura constante de 26 ± 2ºC, com ciclo claro-escuro de 12 horas. O regime 

alimente  ar foi composto de ração comercial padrão e água estéreis. Foram 

utilizados camundongos Balb/c machos para o repique das células sarcoma e 

Balb/c fêmeas para o repique das células Ehrlich. A utilização dos animais nesse 

trabalho foi possível a partir da aprovação do projeto 141/16 pela Comitê de Ética 

na Utilização de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlândia (UFU). 
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As linhagens murinas utilizadas no presente trabalho foram: sarcoma 180, 

também conhecida como tumor Crocker, é proveniente de células de tumor 

espontâneo localizado na região axilar de um camundongo Swiss macho (Mus 

musculus) (ZUCKERBERG, 1973). Sarcoma 180 teve origem de um tecido 

conjuntivo (ASSEF et al., 2002); Ehrlich, também conhecida como tumor ascítico 

de Ehrlich (EAC), é uma das linhagens celulares modelo mais comumente 

utilizada para experimentos com tumor. Foi isolada de um câncer de mama 

espontâneo, proveniente de um camundongo fêmea (OZASLAN et. al., 2011); e 

mioblasto (C2C12), essa linhagem é um subclone da linhagem celular murina de 

mioblastos C2, sendo considerada uma linhagem progenitora (BURATTINI et al., 

2004). Estes mioblastos consistem em uma população de células miogênicas que 

tem a capacidade de proliferarem e diferenciarem rapidamente in vitro 

(GRABOWSKA et al., 2011). Além disso, foi utilizado a linhagem humana de colo 

do útero HeLa. A linhagem celular HeLa foi isolada de um tumor cervical de uma 

paciente chamada Henrietta Lacks (por isso a linhagem celular recebeu o nome 

de HeLa), a qual morreu com esse câncer em 1951 e, desde então, se tornou 

uma das linhagens celulares mais utilizadas para estudos de biologia celular e 

molecular humana (LANDRY et al., 2013).   

 

3.1.2 Avaliação de atividade citotóxica pelo método Alamar Blue 

 

O Alamar Blue (Resazurina) é um composto capaz de indicar por uma 

reação de oxidação-redução a presença de células viáveis, ocorrendo a 

passagem do estado oxidado, coloração azul não fluorescente (resazurina), para 

o estado reduzido, coloração rosa altamente fluorescente (resorufina) (COLLINS e 

FRANZBLAU, 1997). A quantidade de resofurina produzida é diretamente 

proporcional ao número de células viáveis com metabolismo ativo, a qual pode 

ser quantificada pela mensuração da mudança na absorção (RISS et al., 2016). A 

análise da variação na absorbância é realizada a 570 nm (excitação) e 600 nm 

(emissão). 

Para a realização do ensaio de viabilidade celular utilizando Alamar blue as 

linhagens celulares (1 x 105 cels mL-1) foram incubadas em 100 μL de meio de 

cultura RPMI-1640 completo em uma microplaca estéril de 96 poços. O complexo 
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3.1.4 Avaliação da citotoxicidade do Cu(BTA)(Phen)ClO4 em 

associação com o antioxidante NAC utilizando Alamar Blue  

 

 Para realizar o experimento, o NAC em associação com a solução tampão 

HEPES foram diluídos em PBS 1x, e acrescentado às placas, em co-tratamento 

com as diluições do complexo CBP-01, em uma concentração final de 10mM. Os 

procedimentos para plaqueamento das linhagens utilizadas nesse trabalho, 

adição do CBP-01 e leitura das placas, foram realizados de acordo com a 

metodologia para o teste Alamar Blue citado acima.  

 As concentrações de CBP-01 em associação com o NAC utilizadas foram: 

1 µM, 5 µM; 10 µM; 12,5 µM; 25 µM; 50 µM. Os experimentos foram conduzidos 

em triplicata. A linhagem utilizada para esse ensaio foi a de sarcoma 180. 

 

3.1.5  Avaliação de atividade genotóxica pelo teste de 

micronúcleo 

 

As análises de genotoxicidade foram realizadas pelo teste de micronúcleo in 

vitro acompanhando o protocolo OECD 487, com algumas modificações. Para a 

realização do ensaio, 2 x 104 células de mioblasto (C2C12) com pelo menos 90% 

de viabilidade, foram dispostas em placas de cultura de 96 poços. Após 4 horas 

mantidas em estufa a 37ºC e 5% CO2, foram adicionadas diferentes 

concentrações do complexo de cobre CBP-01: 0,125 µM; 0,25 µM e 1 µM. Essas 

concentrações foram escolhidas com base no teste de viabilidade celular 

realizado perante a linhagem C2C12, as quais apresentaram uma citotoxicidade 

inferior a 50%. Desse modo, todas as concentrações utilizadas apresentaram 

mais de 80 % de viabilidade celular após exposição com o CBP-01. Foi utilizado 

um controle negativo que não recebeu adição do complexo de cobre e um 

controle positivo, ao qual foi adicionado a droga com comprovada atividade 

mutagênica colchicina (0,3 µg mL-1). As células foram incubadas com os 

tratamentos por 24 horas a 37ºC e 5% CO2. Os testes foram conduzidos em 

duplicatas. Após 24 horas com o tratamento, o sobrenadante dos poços foi 

retirado e a citocalasina B (5 µg mL-1) foi adicionada e mantida por mais 24 horas 

a 37 ºC e 5 % CO2. Posteriormente, as células foram lavadas com PBS 1x e em 

seguida foram fixadas com formol 10 % diluído em PBS 1x. As células foram 
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incubadas a 4 ºC overnight. Para remover o fixador foi adicionado PBS 1x e 

posteriormente foi adicionado o fluorocromo Hoechst 33342 (0,9 mg mL-1) na 

concentração de 5 µM, com intuito de marcar o DNA da célula, sendo incubada 

por 20 min em 37°C no escuro. Logo após foi adicionado PBS 1x e por fim foi 

adicionado a solução de montagem (Na2HPO4 0,2 M em PBS 1x). As imagens 

foram capturadas no microscópio de fluorescência EVOS (Thermo Fisher 

Scientific®, Massachusets, EUA). Foi contado um valor mínimo de 2000 células 

binucleadas por concentração e apenas os micronúcleos presentes em células 

binucleadas foram considerados. 

 

3.1.6   Análise do ciclo celular por iodeto de propídeo (PI) 

 

O ciclo celular foi analisado pela quantificação do conteúdo de DNA por 

célula, a partir do uso da citometria de fluxo de células coradas com iodeto de 

propídeo, como previamente descrito na literatura por Krishan (1975). Para 

verificar se o composto CBP-01 é antiproliferativo, a linhagem sarcoma 180 (0,5 x 

106 células mL-1) foi incubada em 500 μL de meio de cultura RPMI-1640 completo 

em uma microplaca estéril de 12 poços. As concentrações utilizadas do complexo 

de cobre CBP-01 no tratamento foram: 1 µM, 10 µM e 50 µM, sendo estas 

escolhidas de acordo com o IC50 obtido pelo teste de viabilidade celular após 

exposição com o CBP-01. Desse modo, as concentração de 1 µM, 10 µM e 50 µM 

correspondem a valores menor, próximo e maior que o IC50, respectivamente. As 

células foram tratadas em dois tempos sendo eles de 12 horas e 24 horas. Após o 

tratamento as células foram centrifugadas por 5 minutos a 2000 rpm e o pellet foi 

ressuspendido em PBS 1x, esse procedimento foi repetido por duas vezes. Logo 

após, o pellet foi ressuspendido em uma solução de etanol 70 % diluído em PBS 

1x, com intuito de fixar as mesmas. Em seguida, as células foram armazenadas a 

4ºC overnight. Para marcação com iodeto de propídeo as células foram 

centrifugadas por 5 minutos a 2000 rpm e ressuspendidas em PBS 1x, com intuito 

de remover o etanol esse procedimento foi realizado 2 vezes. Após essa etapa o 

pellet foi ressuspendido em PBS 1x contendo 10 µg mL-1 de iodeto de propídeo e 

100 µg mL-1 de RNase, para ter certeza que somente o DNA seria marcado. As 

células foram incubadas por 45 minutos a 37 ºC no escuro. E em seguida, as 
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amostras foram analisadas em citômetro ACCURI (BD) no canal FL2. Os dados 

obtidos foram analisados a partir do software Kaluza. 

 

3.1.7  Ensaio de apoptose 

 

Para verificar se o composto CBP-01 induz apoptose, a linhagem sarcoma 

180 (2 x 105 cels mL-1) foi adicionado em 250 μL de meio de cultura RPMI-1640 

completo em uma microplaca estéril de 24 poços. As concentrações utilizadas no 

tratamento do complexo de cobre CBP-01 foram: 1 µM e 50 µM, que 

correspondem a um valor menor e maior ao IC50, respectivamente. As células 

foram tratadas por 24 horas. Após o tratamento, as células foram centrifugadas 

por 5 minutos a 1000 rpm e o pellet foi lavado em PBS 1x e centrifugado. O pellet 

foi novamente ressuspendido em 100 µL da solução de tampão de ligação de 

anexina V (Kit I de Detecção de Apoptose PE Anexina V - BD) na proporção 1:10 

de água destilada e em seguida foi adicionado 5 ul de anexina V PE e 5 uL de 7-

AAD (Kit de Detecção de Apoptose Anexina V PE - BD). As amostras foram 

homozeneizadas e incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente, no escuro. 

Logo após, as amostras foram analisadas no citômetro ACURRI C6 (BD) nos 

canais FITC e PE. Os dados obtidos foram analisados a partir do software Kaluza. 

A indução de apoptose pelo complexo CBP-01 na linhagem sarcoma 180 também 

foi observada através de imagens capturadas no microscópio de fluorescência 

EVOS (Thermo Fisher Scientific®, Massachusets, EUA). 

 

3.1.8 Teste de Autofagia 

 

A fim de verificar se o composto CBP-01 possui ação autofágica. 2 x 105 de 

linhagem de sarcoma 180 foi adicionado em uma placa de cultura de 24 poços 

com 250 µL de meio de cultura RPMI 1640 enriquecido com 10 % SFB por poço. 

Foram utilizadas para o tratamento do complexo de CBP-01 as concentrações de 

1, 10 e 50 µM, sendo estas equivalentes a aproximadamente 100, 50 e 0% de 

viabilidade celular. As células foram tratadas por 24 horas. Após o tratamento, foi 

adicionado uma solução de 0,05 mM de Monodansilcadaverine (MDC) (Sigma-

Brasil) por poço e incubado a 37 °C, no escuro, em estufa 5 % CO2 por 30 



 

29 

 

minutos. Em seguida as células foram recolhidas, centrifugados e o pellet lavado 

com PBS 1x (3 vezes). O pellet foi ressuspendido em uma solução de 

PBS+Glicina 0,1 M e colocados 500 µL dessa solução de células-PBS-Glicina em 

placa de 24 poços e analisadas em microscópio de fluorescência (Zeiss L5M510, 

Alemanha). 

 

3.1.9 Mensuração de espécies reativas de oxigênio (ROS)  

 

Existem diversos métodos para quantificar a produção de espécies reativas 

de oxigênio (ROS), dentre eles o uso do 2’-7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH-

DA). Para verificar se o composto CBP-01 induz a produção de ROS, a linhagem 

sarcoma 180 (2 x 105 cels mL-1) foram adicionada em 250 μL de meio de cultura 

RPMI-1640 completo em uma microplaca estéril de 24 poços. Esta linhagem 

celular foi tratada por 24 h com o complexo de cobre CBP-01 nas seguintes 

concentrações: 1 µM, 10 µM e 50 µM, sendo um valor menor que a IC50, próximo 

a IC50 e maior que a IC50, respectivamente, encontrado para a linhagem sarcoma 

180. Após o tratamento as células foram centrifugadas por 5 minutos a 2000 rpm 

e o pellet foi ressuspendido em PBS 1x, em seguida as células foram 

centrifugadas novamente. O pellet obtido foi ressuspendido em sonda ROS 

(DCFH-DA) (20 µM) e 2 µL 7-AAD diuídos em 100 µL PBS 1x. As células foram 

incubadas por 1 hora a 37 ºC, etapa realizada no escuro. Foi utilizado um controle 

negativo que não recebeu adição do complexo de cobre e da sonda DCFH-DA+7-

AAD, e três controles positivos, aos quais um deles foi adicionado peróxido (100 

µM) e a sonda DCFH-DA (20 µM), no outro foi adicionado 7-AAD e no terceiro foi 

realizado a dupla marcação das células com sonda DCFH-DA e 7-AAD. Após o 

término da incubação as amostras foram analisadas por citometria de fluxo nos 

canais FITC e PE. Os dados obtidos foram analisados a partir do software Kaluza. 

A produção de ROS intracelular na linhagem sarcoma 180 também foi analisada a 

partir de imagens obtidas pelo microscópio de fluorescência EVOS (Thermo 

Fisher Scientific®, Massachusets, EUA). 
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3.2 Testes in vivo 

3.2.1 Manutenção dos animais  

 

Os animais foram mantidos no Centro de Bioterismo e Experimentação 

Animal (CBEA) da Universidade Federal de Uberlândia, sob condições 

controladas. Foram utilizados camundongos isogênicos machos e fêmeas, com 

peso médio de 25 g e com 8-9 semanas de idade, agrupados em gaiolas 

plásticas, em sala climatizada sob temperatura constante de 26 ± 2 ºC, com 

ciclos claro-escuro de 12 h. O regime alimentar será o clássico, com ração 

comercial padrão e água fornecida ad libitum. A utilização dos animais nesse 

trabalho foi possível a partir da aprovação do projeto 141/16 pela Comitê de 

Ética na Utilização de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlândia 

(UFU).  

 

3.2.2 Determinação da Dose Letal 50% (DL50) 

 

A determinação da DL50 foi baseada no protocolo da OECD 423, com intuito 

de reduzir a quantidade de animais utilizados nesse teste o mesmo foi realizado em 

etapas. Na primeira etapa, 3 animais Balb/c fêmeas de 8-9 semanas de idade foram 

pesadas e, em seguida, tratadas com uma dose única do composto CBP-01 de    

300 mg kg-1 por via intraperitoneal. Os camundongos foram monitorados durante as 

primeiras 4 horas após a inoculação do composto, com propósito de avaliar sinais 

clínicos como piloereção, mobilidade, contração abdominal, postura, reflexo, 

respiração e força muscular. Em seguida, os animais foram mantidos em gaiolas com 

ração e água ad libitum e observados diariamente por um período de 14 dias para 

observação dos parâmetros comportamentais. Os camundongos foram pesados no 

dia 7 e no dia 14. De acordo com o protocolo da OECD 423, se na primeira etapa do 

experimento morrer de 0-1 animais você deve repetir a mesma, caso contrário se 

morrerem de 2-3 é necessário realizar a segunda etapa com um tratamento com 

uma dose inferior, sendo essa 50 mg Kg-1. Desse modo, 3 camungondos balb/c 

fêmeas foram tratadas com o composto em estudo via intraperitoneal e os mesmos 

procedimentos realizados na primeira etapa foram executados na segunda fase. 
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Usando a fórmula estabelecida [comprimento (mm) x largura2 (mm) x π] / 6, os 

tamanhos do tumor foram convertidos no volume do tumor. Em seguida, calculou-se 

o volume relativo do tumor (VTR), como se segue (CARVALLO-CHAIGNEAU, 2007): 

VTR = (volume do tumor no dia 14 / volume do tumor no dia 0) x 100 

 A inibição tumoral foi calculada seguindo a fórmula:  

Taxa de inibição (%) = [ (A − B) / A] × 100. Onde ‘A’ é a média do volume 

tumoral do controle negativo e ‘B’ é o volume tumoral do grupo tratado (BEZERRA et 

al., 2008). 

 A porcentagem da perda de peso dos camundongos foi calculada para 

cada animal, sendo utilizada como parâmetro de toxicidade, a partir da seguinte 

fórmula: [(peso no dia 14 / peso no dia 0) – 1] x 100 (CARVALLO-CHAIGNEAU, 

2007). 

 O experimento foi finalizado 24 horas após o último tratamento e os animais 

foram anestesiados (xilazina e quetamina 1:1, via intraperitonial) e sacrificados por 

deslocamento cervical.  

  

3.3 Análises estatísticas  

 

 A IC50 (concentração que inibe 50 % do crescimento celular em relação ao 

controle) será determinada utilizando o programa GraphPad Prism 6.0, a partir de 

uma regressão não linear, que relaciona o percentual de viabilidade celular em 

função do logaritmo das concentrações testadas, admitindo-se um intervalo de 

confiança de 95% (p < 0,05). Por fim, foram plotados gráficos expressos como 

média ± erro padrão da média. Os testes in vitro e in vivo foram avaliados 

estatisticamente por análise de variância (ANOVA) seguido pelo teste de 

comparações múltiplas Bonferroni, utilizando o software GraphPad Prism 6.0.  

 

4. Resultados 

4.1 Avaliação da citotoxicidade do complexo Cu(BTA)(phen)ClO4 in 

vitro 

 

Para verificar o potencial efeito citotóxico do complexo CBP-01 diversas 

linhagens celulares foram tratadas por 24 h com o mesmo, e a redução da 
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viabilidade celular foi analisada através do ensaio colorimétrico Alamar blue 

(resasurina). Foi possível analisar uma significativa redução da viabilidade celular 

das linhagens tumorais Sarcoma 180 (Figura 8, B), Ehrlich (Figura 8, C) e HeLa 

(Figura 8, D), sendo esta redução concentração-dependente quando comparado 

com controle (células não tratadas). A IC50 do CBP-01 perante as linhagens 

tumorais Sarcoma 180, Ehrlich e HeLa foi de, respectivamente, 7,4 µM, 3,2 µM e 

2,5 µM (Tabela 2). Além das linhagens tumorais foi testado a citotoxicidade do 

complexo em estudo na presença da linhagem não tumoral C2C12, com intuito de 

verificar a seletividade do mesmo. Foi possível observar uma diminuição da 

viabilidade celular da linhagem C2C12 concentração-dependente (Figura 8, A), 

porém em níveis menores quando comparado com as linhagens tumorais. A IC50 

obtida para a linhagem C2C12 foi de 26 µM, demonstrando assim uma 

seletividade do composto perante as células tumorais (Tabela 2).  

 

Tabela 2. Valores de IC50 (µM) e índices de seletividade (IS) calculados para o 

complexo Cu(BTA)(Phen)ClO4 

 C2C12  Sarcoma 180 Ehrlich HeLa 

Cu(BTA)phen 

IS 

26,0 

_ 

7,4 

3,51 

3,2 

8,13 

2,5 

- 

 

Os ligantes β-dicetona (BTA) e fenantrolina (Phen) associados ao cobre, 

também foram testados isoladamente perante as linhagens tumorais e não 

tumoral, com o intuito de verificar se a citotoxicidade deve-se realmente à 

complexação do cobre com estes componentes, ou se deve apenas a algum 

desses ligantes do complexo isolados. Não foi possível calcular a concentração 

inibitória de 50% da viabilidade celular (IC50) para os ligantes BTA e Phen 

isolados, pois estes apresentaram citotoxicidade estatisticamente insignificante 

em relação ao controle (Figura 8, A-D). 
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Figura 8.  Curva concentração-dependente da viabilidade celular das linhagens 

A) C212, B) Sarcoma 180, C) Ehrlich e D) HeLa, tratadas com CBP-01 e os 

ligantes BTA e Phen. Cada ponto representa média ± erro padrão de 2 

experimentos independentes. 

 

 

4.2  Avaliação da citotoxicidade do Cu(BTA)(phen)ClO4 em associação 

com o antioxidante N-acetilcisteína (NAC) in vitro 

 

A linhagem tumoral Sarcoma 180 foi co-tratada por 24 h com o complexo 

CBP-01 e NAC (antioxidante, remove espécies reativas de oxigênio (ROS)), com 

finalidade de avaliar se ROS desempenha uma função crucial para a 

citotoxicidade do metolocomplexo em estudo. Foi possível notar que o NAC 

efetivamente reduziu o efeito citotóxico do complexo CBP-01 em Sarcoma 180, 

visto que a IC50 sem associação do NAC foi de 7,4 µM e com a associação do 

NAC, esse valor passou a ser de 41 µM, como ilustrado na Figura 9. 
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Figura 9. Curva concentração-dependente da viabilidade celular da linhagem 

Sarcoma 180, tratadas com Cu(BTA)(Phen)ClO4 e em associação com N-

acetilcisteína (NAC). Cada ponto representa média ± erro padrão de 2 

experimentos independentes. 

 

4.3  Avaliação da genotoxicidade do Cu(BTA)(phen)ClO4 pelo teste de 

micronúcleo in vitro 

 

O potencial genotóxico do complexo metálico CBP-01 foi analisado após o 

tratamento com o mesmo por 24 h, a partir da quantificação de 1000 células 

binucleadas que poderiam apresentar micronúcleo (Figura 10, B-C). O complexo 

CBP-01 demonstrou atividade genotóxica, uma vez que foi possível observar um 

aumento na frequência de micronúcleos contabilizados em células binucleadas 

tratadas com o composto quando comparado com o controle (células não 

tratadas), como demonstrado na Figura 10, A.  
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Figura 10. (A) Gráfico representativo da frequência de micronúcleos encontrados 

nas células binucleadas após tratamento com Cu(BTA)(Phen)ClO4. (B) e (C) 

Imagens representativas de micronúcleos encontrados em células binucleadas no 

tratamento CBP-01 1 µM e no controle positivo (Colchicina), respectivamente. Os 

dados representam a média ± erro padrão de 2 replicatas biológicas. *p < 0,05, 

**p < 0,01 e ****p < 0,0001 (comparado com o controle).  

 

4.4  Avaliação da progressão do ciclo celular após exposição com 

Cu(BTA)(phen)ClO4 in vitro  

  

Para avaliar o efeito do complexo CBP-01 na proliferação celular, a 

linhagem tumoral Sarcoma 180 foi tratada com o composto por 12 h e 24 h, e a 

distribuição das células em cada fase do ciclo celular foi avaliada por citometria de 

fluxo após marcação dos núcleos celulares com iodeto de propídeo. Pode ser 

observado um aumento de células na fase G0/G1 após 12 h de tratamento com 

CBP-01 de 64 % no controle para 70,6 % no tratamento de 50 µM. De modo 

similar, após 24 h de tratamento com o CBP-01 houve um acúmulo de células na 

fase G0/G1 passando de 20 % no controle para 43 % no tratamento de 1 µM e 54 

% no tratamento de 10 µM. Já após 24 h de tratamento a concentração de 50 µM 

de CBP-01 apresentou uma população de células na fase sub-G1 de 46,6%, o 

que justifica a redução de células na fase G0/G1 (12,6%). Desse modo, o 
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complexo CBP-01 apresentou inibição da proliferação celular, no qual ocorre um 

aprisionamento das células na fase G0/G1 (Figura 11). 

 

Figura 11. Gráfico representativo da distribuição das células em cada fase do 

ciclo celular após tratamento de 12 h e 24 h com o complexo Cu(BTA)(Phen)ClO4 

na linhagem sarcoma 180. Os dados representam a média ± erro padrão de 3 

replicatas biológicas. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 

(comparado com o controle). 

 

 

4.5  Avaliação da indução de apoptose pelo complexo 

Cu(BTA)(phen)ClO4 in vitro 

 

Para constatar qual via de morte celular é induzida ao ser tratada com o 

complexo CBP-01 foi utilizado um ensaio apoptótico, no qual a linhagem tumoral 

Sarcoma 180 foi marcada com anexina V (fluorescência verde) e 7-AAD 

(fluorescência vermelha). Como ilustrado na Figura 12 o complexo CBP-01 

desencadeou o processo de apoptose por ser possível observar a presença de 

corpos apoptóticos na linhagem Sarcoma 180, na concentração de 50 µM (Figura 

12, A). Além disso, houve um aumento na taxa de apoptose de 1,23 % no grupo 

controle (células não tratadas) para 96,47 % no tratamento com 50 µM. Desse 

modo, após 24 h de tratamento o complexo CBP-01 induziu apoptose tardia, ou 

seja, apresentou dupla marcação nas células (Figura 12, A).  
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Figura 12. Imagem representativa das células de sarcoma 180 (A) tratadas com 

50 µM de Cu(BTA)(Phen)ClO4 (célula com corpos apoptóticos apontada pela seta 

e evidenciada) e (B) do controle não tratado  
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Figura 13. (A) Citogramas de anexina V PE e 7AAD de células sarcoma 180 após 

serem tratadas por 24 h com Cu(BTA)(Phen)ClO4. (B) Gráfico representativo da 

porcentagem de células em necrose, apoptose inicial e apoptose tardia. Os dados 

representam a média ± erro padrão de 3 replicatas biológicas. ****p < 0,0001 

(comparado com o controle não tratado). 

 

 

 

4.6  Avaliação de indução de autofagia pelo complexo 

Cu(BTA)(phen)ClO4 in vitro 

 

 O complexo CBP-01 estimulou o processo de autofagia de forma 

concentração-dependente na linhagem sarcoma 180, uma vez que foi possível 

evidenciar a presença de fluorescências pontuais de monodansilcadaverina 

(MDC) no citoplasma das células tratadas. Não foi possível observar a mesma 

fluorescência no citoplasma das células do controle (não tratadas), como ilustrado 
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na Figura 14. Esses resultados indicam que o complexo CBP-01 aumentou o 

recrutamento de MDC para os autofagossomos presentes no citoplasma das 

células tratadas. 

 

Figura 14. Imagem representativa da ação autofágica do complexo 

Cu(BTA)(Phen)ClO4 perante a linhagem tumoral sarcoma 180. (A) controle não 

tratado; (B) CBP-01 1 µM, (C) 10 µM e (D) 50 µM 

 

 

4.7  Avaliação da produção de ROS pelo composto Cu(BTA)(phen)ClO4 

in vitro 

 

A capacidade de alguns agentes antineoplásicos de eliminar células 

tumorais está relacionada com a sua capacidade de gerar ROS (TREJO-SÓLIS et 

al., 2005). Desse modo, foi investigado se o complexo CBP-01 tem a capacidade 

de gerar ROS e, consequentemente, causar citotoxicidade a linhagem tumoral 

Sarcoma 180 após 24 h de tratamento. Para isso, foi utilizado o teste de 

fluorescência para mensurar a produção intracelular de ROS a partir da produção 

de 2’,7’ diclorofluoresceina (DCF). Além disso, foi verificado se eram as células 

viáveis que estavam produzindo ROS pela marcação com 7-AAD. O resultado 
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obtido mostrou um aumento na produção de ROS, sendo que foi possível 

observar que CBP-01 nas concentrações de 1 e 10 µM induziu maior produção de 

ROS nas células tumorais viáveis (7AAD -)(Figura 15, A) e na concentração de 50 

µM pode ser observado um aumento exacerbado na produção de ROS nas 

células inviáveis (7AAD +), como ilustrado na Figura 15, B. Houve um aumento de 

56,87 % de células viáveis produzindo ROS no controle para 85,96 e 78,49 % nas 

concentrações de 1 µM e 10 µM, sendo possível observar uma redução 

significativa na produção de ROS nas células viáveis presentes na concentração 

de 50 µM; porém foi possível observar um grande aumento na produção de ROS 

nas células mortas presentes na concentração de 50 µM, sendo esta 

correspondente a 93,25 %. O mesmo resultado foi confirmado a partir das 

imagens obtidas pela microscopia de fluorescência, no qual pode ser observado 

que as concentrações de 1 e 10 µM apresentaram fluorescência apenas para a 

produção de ROS, sendo assim 7AAD negativas, ou seja, houve um aumento na 

produção de ROS nas células viáveis. Já na concentração de 50 µM foi possível 

visualizar uma dupla marcação nas células, ou seja, as células que produzem 

ROS são 7AAD positivas (estão mortas), como demonstrado na Figura 15, C-F. 
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Figura 15. (A) Gráfico representativo da produção de ROS em células viáveis 

(7AAD -) e (B) mortas (7AAD +). *p < 0,05, **p < 0,01 e ****p < 0,0001 

(comparado com o controle). Imagens representativa da produção de ROS na 

linhagem sarcoma 180. (C) controle não tratado, células tratadas com 

Cu(BTA)(Phen)ClO4 a (D) 1 µM, (E) 10 µM e (F) 50 µM. 

 

 

4.8  Avaliação da toxicidade do complexo Cu(BTA)(phen)ClO4 in vivo 

 

A toxicidade do complexo CBP-01 in vivo foi avaliada em camundongos 

fêmeas com duas doses (300 mg kg-1 e 50 mg kg-1) do complexo, sendo estas 

administradas em etapas diferentes (de acordo com a OECD 423), via 



 

43 

 

intraperitoneal. Para verificar o potencial efeito tóxico do complexo CBP-01 foi 

inoculada uma única dose de 300 mg Kg-1 em 3 camundongos fêmeas, na 

primeira etapa do teste. Logo na primeira hora após a inoculação foi possível 

observar contração abdominal intensa, postura encurvada dos três camundongos 

e resposta lenta ao toque. Ao completar duas horas os camundongos 

continuaram a apresentar os mesmos sintomas e mais outros como respiração 

ofegante, piloereção e prostração. Com 3 horas 1 dos camundongos morreu e os 

outros dois não se movimentavam mais e não tinham capacidade de voltar para a 

posição horizontal. Ao completar 4 horas após a inoculação, os dois animais que 

restaram foram sacrificados devido ao sofrimento apresentado pelos mesmos.  

Sabendo disso, o próximo passo foi inocular uma dose inferior ao da 

primeira etapa do teste, sendo esta de 50 mg kg-1. Já na primeira hora um dos 

camundongos apresentou contração abdominal intensa, prostração, com postura 

encurvada, baixa resposta ao toque e dificuldade para respirar. O mesmo 

camundongo foi encontrado morto ao completar 48 horas após a inoculação do 

composto. Os outros dois camundongos não apresentaram nenhum sintoma 

clínico durante os 14 dias de observação. De acordo com o protocolo OECD 423, 

se 0-1 animal morrer é necessário repetir a mesma dose, e assim fizemos. Foi 

possível observar após 4 horas da inoculação do complexo CBP-01 que dois dos 

três animais apresentavam contração abdominal intensa, postura encurvada e 

pouca piloereção. Os sintomas clínicos não foram mais observados após 24 horas 

da inoculação, nesse ensaio nenhum dos camundongos morreu. 

De acordo com a OECD 423, que utiliza como base a classificação 

fornecida pelo Sistema Globalmente Harmonizado de Classificação e Rotulagem de 

Produtos Químicos (GHS), o complexo a base de cobre(II) CBP-01 está 

enquadrado na categoria 3, ou seja, a dose letal (DL50) está estimada entre 50 – 

200 mg kg-1 (acima de 89,5 µmol kg-1), sendo esta categoria considerada de 

toxicidade moderada. 
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4.9  Avaliação da redução tumoral do complexo Cu(BTA)(phen)ClO4 in 

vivo 

 

Com intuito de verificar se o complexo CBP-01 apresenta atividade 

antitumoral in vivo foi calculado o volume relativo do tumor (VTR) e partir do VTR foi 

possível obter os valores de redução do tumor sólido de sarcoma 180, comparando o 

mesmo com o controle não tratado (PBS) e com a cisplatina (controle positivo). Os 

resultados obtidos do VTR dos tumores demonstram que os camundongos tratados 

com CBP-01 (6 e 9 mg kg-1) apresentaram uma desaceleração do crescimento do 

tumor sólido. Visto que no 14º dia a média de VTR dos tumores do controle (PBS) foi 

de 310,8 ± 54,56 e dos tratados com 6 mg kg-1 e 9 mg kg-1 foram de 193,6 ± 11,18  

(p < 0,02) e 186,9 ± 19,04 (p < 0,02), respectivamente (Figura 16, A). Além disso, foi 

possível observar que o complexo foi capaz de reduzir o tumor sólido em            

35,24 ± 3,3 %, 39,3 ± 3,6 % e 43,51 ± 6,1 %, respectivamente, nas doses de 3 mg 

kg-1, 6 mg kg-1 e 9 mg kg-1. Vale ressaltar que, não houve diferença significativa entre 

a redução apresentada com o tratamento da cisplatina e os tratamentos com CBP-01 

6 mg kg-1 e 9 mg kg -1 (Figura 16, B). 

 

Figura 16. Efeitos observados in vivo após o tratamento do tumor sólido sarcoma 

180 com o complexo Cu(BTA)(phen)ClO4. (A) Redução do VTR. *p < 0,02 e **p < 

0,002 (comparado com PBS – controle não tratado). (B) Inibição do desenvolvimento 

do tumor sólido. 
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 Com intuito de verificar a toxicidade produzida após o tratamento com o 

complexo CBP-01 in vivo, a porcentagem de perda de peso dos camundongos foi 

calculada. Ao comparar os valores da média da perda de peso dos grupos dos 

animais tratados com o grupo controle, foi possível observar uma redução de 11 

% e 1,3 % nos animais tratados com cisplatina 3 mg kg-1 e CBP-01 9 mg kg-1, 

respectivamente. Outro dado observado foi o ganho de peso do controle (PBS) e 

dos tratados com 3 mg kg-1 e 6 mg kg-1, sendo respectivamente de 7,1 %, 8,7 % e 

1,5 % (Figura 17). 

 

Figura 17. Efeitos colaterais associados a porcentagem de perda de peso dos 

camundongos tratados com diferentes doses do complexo metálico 

Cu(BTA)(phen)ClO4. **p < 0,004 e ****p < 0,0001 (comparado com o controle). 

 

5.  Discussão 

 

O sucesso do uso da cisplatina como uma droga antineoplásica instigou o 

avanço de novas pesquisas na área farmacêutica para (GUO et al., 2010) a 

identificação, caracterização e desenvolvimento de novos complexos a base de 

metais como agentes quimioterapêuticos (MA et al., 2014). Dentre os complexos 

metálicos, os a base de cobre vêm demonstrando suas potencialidades como 
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agentes antitumorais por apresentarem a capacidade de se ligar e clivar o DNA e, 

consequente, induzir a morte das células tumorais (BORGES et al., 2016). Além 

disso, diversos estudos envolvendo complexos de cobre indicam que estes 

apresentaram potencial atividade antitumoral tanto in vitro quanto in vivo 

(SERMENT-GUERRERO et al., 2011). No presente trabalho foi investigado o 

potencial da atividade antitumoral do complexo de cobre Cu(BTA)(phen)ClO4 

(CBP-01) a partir de ensaios in vitro e in vivo. 

A citotoxicidade foi definida por Nardone (1977) como sendo o conjunto de 

alterações da homeostase celular que interfere na capacidade adaptativa das 

células, bem como na sobrevivência, multiplicação e realização de suas funções 

metabólicas. Os resultados obtidos indicam que o complexo metálico CBP-01 é 

significantemente citotóxico, mostrando uma resposta concentração-dependente, 

em relação ao grupo controle não tratado. Os ligantes associados ao complexo 

metálico, BTA (4,4,4-trifluoro-1-fenil-1,3-butanodiona) e Phen (1,10-fenantrolina), 

também foram testados isoladamente e não apresentaram citotoxicidade 

significativa, desse modo, a atividade citotóxica é devida ao complexo visto que o 

mesmo foi mais ativo que os ligantes livres, não coordenados. 

 Santos e colaboradores (2016) testaram a citotoxicidade do sulfato de 

cobre (CuSO4) nas linhagens de colon (Caco-2) e fígado (Hep-G2) humano, 

obtendo uma IC50 de, respectivamente, 300 µM e 700 µM. Tal resultado deixa 

claro que a formação de complexos é crucial para aumentar sua atividade 

citotóxica, pois no presente trabalho foram obtidos ICs50 menores que 10 µM, 

justificando assim a complexação dos ligantes BTA e Phen ao complexo metálico 

a base de cobre testado. Além do mais, o cobre(II) é muito mais ativo na presença 

de ligantes heterocíclicos contendo nitrogênio como átomo doador, tal como, 1, 

10-fenantrolina (SILVA et al., 2011). 

A citotoxicidade observada no complexo CBP-01 o torna um promissor 

agente quimioterápico, visto que foram necessárias baixas concentrações do 

complexo para inibir 50% da viabilidade das linhagens celulares estudadas. 

Alémon-Medina e colaboradores (2007) testaram diversos compostos, também a 

base de cobre, da família das Casiopeínas®, dentre eles o subgrupo [Cu(N-

N)(acac)]NO3: Cas-III-E-a (Aqua(4,7-dimetil-1,10-

fenantrolina)(acetilacetonato)cobre(II)nitrato) e Cas-III-H-a (Aqua(4,7-difenil-1,10-
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fenantrolina)(acetiacetonato)cobre(II)nitrato), perante a linhagem HeLa 

demonstraram uma redução de viabilidadede 26,2 % ±8 e 89,1 % ±1,4 ao ser 

tratada com a concentração de 100 µM desses compostos, respectivamente. No 

presente trabalho, a maior concentração do CBP-01 utilizada foi de 50 µM que 

mostrou a capacidade de reduzir a viabilidade das linhagens tumorais HeLa, 

Sarcoma 180 e Ehrlich em, respectivamente, 87,4 ±1,9, 79,63 ±0,73 e 86,45 ±1. 

Sendo assim, as Casiopeínas do subgrupo III precisaram de uma concentração 2 

vezes maior que a utilizada no nosso trabalho para reduzir 80% da viabilidade da 

linhagem HeLa, mostrando que o CBP-01 possui maior capacidade de redução da 

viabilidade celular da linhagem tumoral.  

Lima e colaboradores (2014) avaliaram a citotoxicidade in vitro da cisplatina 

utilizando a linhagem celular Sarcoma 180, o qual a IC50 foi de 64,83 µM. Porto e 

colaboradores (2015) também testaram a citotoxicidade da cisplatina, porém foi 

utilizado a linhagem Ehrlich e obtiveram a IC50 de 62,42 µM. Putral e 

colaboradores (2005) avaliaram a citotoxicidade da cisplatina perante a linhagem 

HeLa e obtiveram uma IC50 de 9,4 µM. As concentrações inibitórias de 50% da 

viabilidade celular (IC50) obtidas nos trabalhos citados anteriormente foram 

superiores às obtidas no presente trabalho, que na linhagem Sarcoma 180 foi de 

7,4 µM, no tumor de Ehrlich foi de 3,2 µM e HeLa foi de 2,5 µM. Assim, foi 

necessária respectivamente, uma concentração 6,5 vezes, 3,75 vezes e 19,5 

vezes menor do complexo CBP-01 para reduzir 50% da viabilidade celular destas 

linhagens. Quando comparado com a cisplatina, uma droga amplamente utilizada 

para o tratamento de diversos tipos de tumores, podemos observar que CBP-01 

foi mais efetivo para as linhagens utilizadas. 

De acordo com dados obtidos na literatura podemos dizer que a 

citotoxicidade do complexo CBP-01 pode ser explicada, em partes, pela presença 

de níveis maiores de cobre nos cânceres humanos de sarcoma, mama, colo do 

útero (SAGHIRI et al, 2015), quando comparado com células saudáveis (FREZZA 

et al., 2010). Ao tratar linhagens celulares desses mesmos tipos de cânceres com 

o CBP-01, comparando com uma linhagem não tumorigênica (mioblasto C2C12), 

obtivemos um índice de seletividade maior que 3, ou seja, o complexo CBP-01 é 3 

vezes mais seletivo para célula tumoral do que em célula não tumoral. Índices de 
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seletividade maiores que 3 são considerados seletivo (MAHAVORASIRIKUL et 

al., 2010). 

Foi possível observar que além de citotóxico o complexo CBP-01 foi 

genotóxico. Um composto é considerado genotóxico quando o mesmo tem a 

capacidade de danificar o DNA, sendo este dano na forma de quebra da cadeia 

simples ou dupla do DNA, perda do reparo por excisão, formação de ligações 

cruzadas (“cross-linking”), alquilação, mutações pontuais ou cromossômicas 

(numéricas ou estruturais) (NAGARATHNA et al., 2013). A genotoxicidade do 

complexo em estudo foi verificada a partir da análise de micronúcleos presentes 

em células interfásicas, nas quais são encontrados como pequenos corpos 

extranucleares, podendo representar fragmentos de DNA ou cromossomos que 

não foram incorporados aos núcleos principais (SHIBAI-OGATA et al., 2011). Os 

micronúcleos foram quantificados em células que passaram por um ciclo de 

divisão nuclear completo, sendo assim, somente as células binucleadas foram 

analisadas. O reagente utilizado para garantir que as células passaram por uma 

divisão nuclear completa é a citocalasina-B (Cyt-B), um inibidor da polimerização 

da actina que impede a formação do anel de microfilamentos responsável em 

separar as células filhas, ou seja, a Cyt-B inibe a citocinese (FENECH, 2000). 

Desse modo, o aumento na quantidade de micronúcleos contabilizados após 

tratamento com o complexo CBP-01 indica que o mesmo tem ação sobre o DNA, 

podendo esta ser direta ou indireta. Outros estudos envolvendo complexos à base 

de cobre também obtiveram resultados que demonstram que os mesmos atuam 

sobre a molécula de DNA, como Serment-Guerrero e colaboradores (2011) com 

as Casiopeínas, Zhang e colaboradores (2004) com o complexo [Cu(phen)(L-

Thr)(H2O)](ClO4) e Silva e colaboradores (2014) com quatro complexos a base de 

cobre(II) associados a hidrazida (Hyd) ou tiofeno 2-carbohidrazida (Shyd) e 2,2’-

bipiridina (byp) ou fenantrolina (phen). Uma possível justificativa para a interação 

do nosso composto com o DNA seria a presença da 1,10-fenantrolina em sua 

estrutura, a qual é considerada um agente intercalante de DNA e uma nuclease 

artificial quando associada ao cobre. Além disso, estudo com bis(1,10-

fenantrolina) mostrou sua capacidade de clivar a molécula de DNA na presença 

de tiol e peróxido de hidrogênio (ZHANG et al., 2004). 



 

49 

 

O ciclo celular é composto por 4 fases, sendo elas G1, S, G2 e M. Em 

linhas gerais, a fase G1 é caracterizada pela preparação da célula para a síntese 

de DNA; na fase S ocorre a síntese do mesmo; durante a fase G2 a célula se 

prepara para a mitose e na fase M, a célula se divide dando origem a duas células 

filhas. A progressão do ciclo celular é controlada por pontos de checagens que 

são responsáveis pela verificação da integridade celular, desse modo, o sistema 

de controle bloqueia a progressão do ciclo celular caso detecte algum problema 

intra- ou extracelular (ALBERTS et al., 2010). Células com dano no DNA são 

aprisionadas no gap1 (G1) ou no gap2 (G2), se ocorrer algum problema durante a 

replicação do DNA as células são acumuladas na fase S, e se existir algum dano 

com os fusos mitóticos as células são aprisionadas na fase M (CONCKLIN, 2004). 

No presente trabalho foi possível verificar a atividade antiproliferativa do composto 

CBP-01, dado que o mesmo causa aprisionamento das células na fase G0/G1 

concentração-dependente. O aprisionamento de células nessa fase pode estar 

relacionado com possíveis danos no DNA, sendo este fato demonstrado 

anteriormente, pela capacidade do complexo em estudo de aumentar a 

quantidade de micronúcleos. Esse resultado corrobora com outros estudos 

envolvendo complexos de cobre que demonstraram que os mesmos interrompem 

o ciclo celular através do aprisionamento das células na fase G0/G1 (TREJO-

SÓLIS et al., 2005; HU et al., 2017; RAJALAKSHMI et al., 2012). Além disso, o 

surgimento de uma população de células na fase sub-G1 após o tratamento com 

CBP-01 50 µM por 24 h está correlacionado com o resultado obtido dos índices 

de apoptose nessas mesmas condições (seção 4.5 – página 37), pois acúmulo de 

células na fase sub-G1 está relacionado com danos irreversíveis no DNA dos 

quais foram detectados e, sendo assim, a célula foi induzida a morte por apoptose 

(AHAMED et al., 2016). 

Quando ocorre a interrupção da progressão do ciclo celular e as células 

são aprisionadas em algum ponto de checagem, elas podem ter dois destinos: 

correção do dano detectado nas células (p.ex. por mecanismos de reparo do 

DNA) ou, se o dano for irreversível, as células são induzidas à apoptose 

(CONCKLIN, 2004). Sabendo que o complexo CBP-01 aprisiona as células na 

fase G0/G1, possivelmente por danos causados no DNA, o próximo passo foi 
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identificar qual via de morte celular foi induzida ao tratar as células com o nosso 

complexo.  

A apoptose é um tipo de morte celular que não induz resposta inflamatória, 

sendo caracterizada por diversas alterações morfológicas e bioquímicas nas 

células, dentre elas podemos destacar a condensação nuclear, formação de 

corpos apoptóticos e externalização da fosfaditilserina (PS) presente na 

membrana plasmática (JAYAKIRAN, 2015). Esses eventos podem ser 

quantificados a partir de marcadores fluorescentes como a anexina V e o 7-AAD, 

que caracterizam o estágio de apoptose das células. A anexina V é membro de 

uma família de anexinas que possuem afinidade por fosfolipídeos que apresentam 

carga negativa, como a fosfatidilserina. Desse modo, ao ser externalizada pela 

célula que recebeu estímulos pró-apoptóticos, a PS se torna alvo de ligação da 

anexina V (HENRY et al., 2013), caracterizando assim o estágio inicial de 

apoptose. O 7-aminoactinomicina D (7-AAD), derivado da actinomicina D, se liga 

seletivamente em regiões ricas em guanina-citosina (GC) no DNA. Desta maneira, 

é utilizado para marcar células em apoptose tardia, visto que sua permeabilidade 

na membrana celular e intensidade de fluorescência é baixa em células em 

apoptose inicial e alta em células na apoptose tardia (ZEMBRUSKI et al., 2012). 

Sabendo disso, a dupla marcação visualizada em todas as concentrações 

utilizadas do complexo CBP-01 indica apoptose tardia, que foi comprovada a 

partir de imagens de microscopia nas quais mostraram a presença de corpos 

apoptóticos nas células e, também, apresentaram marcação com anexina V e 7-

aad. A indução de apoptose pelo CBP-01 foi concentração-dependente. Os 

mesmos resultados foram encontrados por outros autores como Haleel e 

colaboradores (2016) com seu complexo [Cu(L1-3)(diimina)]ClO4 (cobre associado 

a três tetrazol e duas diiminas (bipiridina ou fenantrolina)), e Zhou e colaboradores 

(2016) com complexo de cobre(II) associado a bases de Schiff [Cu(R/S-L1-

2)2].EtOAc, visto que a apoptose é um dos mecanismos de morte mais comumente 

induzido pelos agentes quimioterápicos em diversas células tumorais (HALEEL et 

al., 2016).  

 Para tentar entender o possível mecanismo de ação do complexo CBP-01 

responsável pela indução da apoptose, foi analisado a produção de espécie 

reativa de oxigênio (ROS) a partir do uso da sonda DCFH-DA. DCFH-DA é um 
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precursor não fluorescente do DCF que pode ser utilizado como sonda intracelular 

para estresse oxidativo, visto que ele é permeável as células. Uma vez no interior 

da célula o DCFH é clivado por esterases dando origem ao H2DCF, um produto 

membrana-impermeável não fluorescente. O acúmulo intracelular e subsequente 

oxidação deste produto origina o DCF, altamente fluorescente. Desse modo, é 

possível quantificar as ROS a partir dos danos oxidativos causados pelas 

mesmas, o que proporciona a oxidação do H2DCF e possibilita a detecção do 

estado redox das células a partir do aumento na fluorescência, devido ao acúmulo 

de DCF nas células (ERUSLANOV e KUSMARTSEV, 2010). 

 As espécies reativas de oxigênio (ROS) são pequenas moléculas que 

podem ser provenientes da redução do oxigênio como o anion superóxido (O2-) e 

o radical hodrixil (HO) ou não ser derivado do oxigênio, como no caso do 

peróxido de hidrogênio (H2O2). Em baixas concentrações, ROS são consideradas 

essenciais para a homeostasia das células, de modo a regular a progressão do 

ciclo celular, proliferação, diferenciação, migração e morte celular (REDZA-

DUTORDOIR e AVERILL-BATES, 2016). Contudo, altos níveis de ROS podem 

gerar danos diretos ou indiretos em proteínas, ácidos nucleicos, lipídios e diversas 

organelas (p.ex. mitocôndrias), ocasionados pelo estresse oxidativo (RAY et al., 

2012). Desse modo, em linhas gerais, ROS em baixas concentrações estão 

diretamente relacionados com a sobrevivência das células, mas em altos níveis 

elas são responsáveis por induzir a morte celular, como a apoptose (REDZA-

DUTORDOIR e AVERILL-BATES, 2016).  

Diversos estudos relatam o aumento da produção ROS causados por 

complexos metálicos a base de cobre (LOW et al., 2017; QUIN et al., 2015; HU et 

al., 2017; TREJO-SÓLIS et al., 2012). No presente estudo foi possível observar 

um aumento na concentração de ROS após o tratamento com 50 µM do complexo 

CBP-01, sendo esta produção de ROS presente nas células positivas para 7-

AAD, ou seja, nas células mortas. Esse dado indica que, possivelmente, o 

complexo CBP-01 aumenta a produção de ROS gerando estresse oxidativo na 

linhagem tumoral Sarcoma 180 e, consequentemente, induz a parada do ciclo 

celular e apoptose. O possível estresse oxidativo causado pelo complexo em 

estudo pôde ser evidenciado pela presença de autofagia, após o tratamento com 

CBP-01 nas células de Sarcoma 180, assim como foi visualizado em outros 
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estudos com complexos de cobre (TREJO-SÓLIS et al., 2012; GUO et al., 2010) e 

nanopartículas de cobre (LAHA et al., 2014).  

 A autofagia é um mecanismo fisiológico que contribui para a homeostasia 

celular através do sequestro de organelas e citosol no interior de uma vesícula de 

membrana dupla (autofagossomo). O autofagossomo é responsável por 

direcionar o conteúdo do seu interior para o lisossomo, que por sua vez, é 

encarregado de degradar e reciclar as macromoléculas dando origem a nutrientes 

que poderão ser utilizados pela célula durante algum estresse (p. ex. hipóxia, 

restrição de nutrientes, desbalanço hormonal, estresse oxidativo) (REDZA-

DUTORDOIR e AVERILL-BATES, 2016). Além dessa função fisiológica, a 

autofagia também pode estar relacionada com a morte celular. Em condição de 

estresse oxidativo, a autofagia reduz os níveis de espécies reativas de oxigênio 

(ROS) para proteger as células de possíveis danos causados por ROS. 

Entretanto, quando o estresse oxidativo atinge níveis que prejudicam a ação dos 

mecanismos de proteção da célula, ocorre uma disfunção da autofagia causada 

pelo excesso de indução da mesma, desencadeando assim, a morte celular por 

apoptose ou morte por autofagia (LEE et al., 2014). Sabendo disso, as 

fluorescências pontuais de monodansilcadacerina (MDC) presentes no citoplasma 

das células de Sarcoma 180, após tratamento com CBP-01, indicam a indução de 

autofagia, provavelmente, causada pelo aumento de ROS no interior das 

mesmas. Desse modo, a linhagem tumoral Sarcoma 180 utilizou da autofagia 

como mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo, porém, devido aos níveis 

exacerbados de ROS, houve uma disfunção da autofagia que proporcionou a 

morte celular via apoptose, como apresentado nos dados anteriores.  

 Para reafirmar a nossa teoria que ROS está relacionado com a indução da 

morte celular, a linhagem sarcoma 180 foi co-tratada com CBP-01 e o 

antioxidante N-acetilcisteína (NAC). O NAC é composto pelo aminoácido cisteína 

(possuí grupo sulfidrila) e o grupo acetil ligado ao grupamento amino (NH2), que 

confere atividade antioxidante por ter capacidade de remover espécies reativas de 

oxigênio e por ser precursor na síntese de glutationa intracelular. Desta forma, o 

NAC tem a capacidade de restaurar o equilíbrio redox por meio da redução do 

estresse oxidativo (DOROTA et al., 2015). Os resultados mostraram que o NAC 

protegeu significativamente a redução da viabilidade da linhagem sarcoma 180 
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causada pelo composto CBP-01. Esses dados corroboram com a teoria que o 

ROS pode ser responsável pelo dano direto ou indireto do DNA, que ocasiona o 

aprisionamento celular na fase G0/G1 e, consequentemente, desencadeia a 

apoptose.  

 Com base nos resultados promissores in vitro os ensaios com o complexo 

CBP-01 foram extrapolados para in vivo. O primeiro teste realizado foi com intuito 

de estabelecer a dose letal 50% (DL50), que representa a dose mínima necessária 

de um composto para causar a morte de um animal, indicando assim, a toxicidade 

aguda da substância. Vale ressaltar que, a variação da resposta individual do 

animal perante a DL50 de uma determinada substância é pequena. Entretanto, 

existem diversos fatores que podem influenciar no resultado da toxicidade obtida, 

como por exemplo, o peso e a idade dos animais, as condições ambientais e o 

método de administração. Desse modo, a determinação da DL50 não precisa ser 

exata sendo suficiente a obtenção da ordem da grandeza da mesma (p. ex. entre 

5 e 50 mg/kg) (OROIAN et al., 2015). O resultado obtido da DL50 do CBP-01 foi de 

50 a 200 mg/kg, sendo uma dose mais alta quando comparado com a cisplatina 

que apresenta uma DL50 de 6,6 mg/kg em camundongos (POIRRIER et al, 2010 ). 

Bravo-Gómez e colaboradores (2013) encontraram valores de DL50 de 16,23 e 16, 

45 µmol kg-1 para as Casiopeínas [Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina) 

(acetilacetonato)]+ e [Cu(3,4,7,8-tetrametil-1,10-phenanthroline) (glicinato)]+. 

Desse modo, o complexo no presente estudo apresentou ser mais seguro e 

causar menos toxicidade nos animais quando comparado com a cisplatina e o 

subgrupo de Casiopeínas por apresentar uma DL50 superior aos valores 

encontrados pelos autores citados anteriormente. 

 Segundo o dado de DL50 obtido para o CBP-01 as doses para o ensaio de 

redução tumoral foram determinadas, sendo estas de 3, 6 e 9 mg/kg. A 

administração do complexo em estudo em camundongos portadores do tumor 

sólido murino (sarcoma 180) apresentou atividade antitumoral, sendo este 

resultado evidenciado pela diminuição do volume tumoral (RVT). Acompanhando 

esse resultado foi possível observar valores acima de 40 % de redução tumoral 

quando comparado com o controle (PBS). Sabe-se que a função antitumoral (ou 

redução tumoral) acima de 42 % indica que o composto é um potencial agente 
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antitumoral (BRAVO-GÓMEZ et al., 2013), desse modo, podemos considerar que 

o CBP-01 pode ser considerado um potencial agente antitumoral.  

Corroborando com os resultados in vitro de citotoxicidade, que mostra a 

capacidade do complexo CBP-01 de reduzir a proliferação das células tumorais, o 

mesmo foi possível observar in vivo. Visto que a administração do CBP-01 

reduziu o número de células tumorais quando comparado com o controle, sendo 

esse efeito observado pela redução do volume tumoral. Apesar dos mecanismos 

de ação do complexo CBP-01 ainda não estarem completamente elucidados, 

evidências in vitro sugerem que reação redox do cobre induz a produção de ROS 

e/ou o complexo tende a interagir com o DNA, ocasionando aprisionamento 

proliferativo e morte celular. Podendo este mecanismo ser o responsável pela 

redução tumoral observada in vivo. 

Todos esses resultados foram observados na ausência de toxicidade do 

complexo CBP-01, uma vez que não foi possível notar uma redução significativa 

do peso dos animais. Apenas na concentração mais alta administrada do 

complexo (9 mg/kg) que foi possível observar uma discreta redução de 1% do 

peso do grupo tratado. Quando comparado com o grupo tratado com a cisplatina 

(3 mg/kg), um quimioterápico amplamente utilizado, podemos dizer que o nosso 

composto foi menos tóxico para o organismo do que a cisplatina, visto que o 

tratamento com a mesma apresentou redução do peso dos animais de até 20%. 

Além disso, os animais tratados com cisplatina apresentaram sintomas clínicos 

drásticos como prostração e piloereção. Desse modo, o complexo CBP-01 

apresentou redução tumoral similar à da cisplatina, porém causou menos 

toxicidades aos animais. 

6. Conclusões 

 

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho concluímos que o 

complexo metálico a base de cobre(II) [Cu(BTA)phen]ClO4 apresentou atividade 

antitumoral in vitro e in vivo. Sugerimos que seu mecanismo de ação 

(esquematizado na Figura 18) possa estar relacionado com a reação redox do 

composto que ocasiona a produção de espécies reativas de oxigênio, que pode 

participar da ação direta ou indireta do composto sobre o DNA, o que promove o 

aprisionamento das células tumorais na fase G0/G1 e, consequentemente, 
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indução da morte celular. A morte celular é iniciada pela disfunção da autofagia 

que culmina na indução da apoptose. Pode-se observar também, que o complexo 

em estudo apresentou seletividade perante as células tumorais testadas in vitro. 

Além disso, os ensaios in vivo mostraram que o complexo apresentou potencial 

atividade de agente antitumoral, visto que reduziu o volume do tumor sólido em 

proporções similares às da cisplatina. Vale ressaltar que, o complexo 

[Cu(BTA)phen]ClO4 apresentou menor toxicidade durante o tratamento quando 

comparado com a cisplatina, sendo esse fato evidenciado pela perda de peso 

observada no grupo tratado com a cisplatina.  

Portanto, o complexo em estudo é um forte candidato a agente antitumoral. 

Entretanto, é necessário realizar ensaios moleculares para melhor elucidar o 

mecanismo de ação do complexo e, também, verificar a seletividade do mesmo in 

vivo, a partir de ensaios toxicológicos. 
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Figura 18. Diagrama esquemático representando os danos celulares induzidos 

pelo [Cu(BTA)phen]ClO4 
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