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RESUMO

O cancer de colo de utero ¢ frequente na populacao feminina. Estimativas apontaram
que para o ano de 2016, haveria uma incidéncia de 7,9% de novos casos de cancer de colo de
utero no Brasil. Pesquisas voltadas para o desenvolvimento de novos medicamentos
antitumorais tornam-se relevantes a medida que os tratamentos convencionais apresentam
efeitos adversos graves. Para tanto, os complexos metéalicos vém sendo estudados como
alternativas promissoras na terapia do cancer. Neste trabalho, foram avaliados trés complexos
de cobre(Il) com 4cido quinaldico, sendo associados aos ligantes fenantrolina (C7), bipiridina
(C8) e 4cido quinaldico (C9), e seus ligantes isolados em linhagens celulares de cancer de colo
de utero e células endoteliais de veia umbilical humana. Foi analisado a capacidade citotoxica
dos complexos e dos ligantes e, para os complexos que apresentaram melhor toxicidade celular
foram conduzidos os ensaios de antiproliferagdo celular, mecanismo de morte e inibi¢do da
adesdo da linhagem tumoral testada. O complexo C9 ndo apresentou efeitos significativos de
citotoxicidade. Os complexos C7 e C8 apresentaram citotoxicidade significativa apenas nas
células tumorais e, para o ensaio de antiproliferacao celular, ambos foram capazes de inibir a
proliferagdo dessas células. Ainda sobre o complexo C7 observou-se capacidade de morte
celular por apoptose e de inibir a adesdo das células tumorais. Os compostos quimicos isolados

ndo apresentaram atividades citotoxicas relevantes.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer: aspectos gerais

A palavra “cancer” origina-se do grego karkinos, cujo significado ¢ “caranguejo”
(INCA, 2017). Assim, a terminologia “cancer” ¢ utilizada para designar um conjunto de
doencas as quais estdo relacionadas com uma desordem celular no seu crescimento e
desenvolvimento, portanto, associada a perda de mecanismos normais de controle celulares que
administram a proliferagao e diferenciacao das células (KATZUNG et al., 2014).

A grande maioria dos casos recorrentes da doenga estao associados ao estilo de vida,
sexo, idade, raga, pré-disposicao genética, além de riscos ambientais e fatores comportamentais
(KATZUNG et al., 2014). A alimentagdo apresenta uma influéncia direta sobre o cancer em
desenvolvimento, como, por exemplo, a ingestdo de quantidades significativas de aflatoxina
(substancia toxica e cancerigena produzida por fungos; recorrente em paises da Asia e da
Africa) e a obesidade associada a baixa pratica de exercicios fisicos (sendo muito observados
em paises desenvolvidos, como Europa e América do Norte). Além disso, existem ainda, outros
habitos que atuam positivamente para a ocorréncia do cancer e que estdo relacionados com a
exposicdo excessiva ao sol e a ambientes poluidos (como o solo, o ar e 4gua), assim como ao
consumo de alcool e drogas e alguns medicamentos. Ainda, ¢ possivel que o cancer esteja
associado com alguns agentes infecciosos tal como o virus da Hepatite B (HBV), que pode
provocar cancer no figado. Adicionalmente, outras inflamacdes cronicas que acarretam danos
no DNA e em tecidos podem alterar caracteristicas genéticas estando, portanto, relacionadas
com o desenvolvimento de certos tipos de canceres (STEWART; WILD, 2014).

De acordo com Rang et al. (2016), o cancer ¢ considerado como a segunda maior causa
de mortes em paises desenvolvidos e ocorre principalmente na idade adulta. O Instituto
Nacional de Cancer mostra que, em um projeto denominado de “Globocan” realizado pela

International Agency for Research on Cancer (larc), da Organizagdo Mundial da Satide (OMS),



em 2012 mais de 60% dos 14 milhdes de novos casos da doenga ¢ 70% dos 8 milhdes de mortes
causadas pelas consequéncias do cancer, ocorrem em paises desenvolvidos. Além disso, o
mesmo projeto aponta que € possivel observar a incidéncia de alguns tipos de cancer em paises
em desenvolvimento que se assemelha aos paises desenvolvidos (INCA; 2016).

De acordo com o INCA (2016), os canceres com maiores taxas de incidéncia no mundo
sdo: pulmao (1,8 milhdo), mama (1,7 milhdo), intestino (1,4 milhdo) e prostata (1,1 milhdo);
sendo que, desses, hd uma maior ocorréncia de cancer de pulmao (16,7%), prostata (15%) nos
homens e, nas mulheres, hd uma frequéncia de cancer de mama (25,2%), intestino (9,2%),
pulmao (8,7%). Ainda de acordo com 6rgdo em questdo, quando partimos para uma analise
nacional dos casos da doenga, tem-se que, para o biénio de 2016-2017, estimou-se uma
ocorréncia de 600 mil novos casos, em que os mais comuns na populagdo masculina serdo:
prostata (28,6%), pulmao (8,1%), intestino (7,8%), estomago (6,0%) e cavidade oral (5,2%); ja
na populacdo feminina: mama (28,1%), intestino (8,6%), colo do tutero (7,9%), pulmao (5,3%)
e estomago (3,7%). A figura 1 reafirma esses dados apresentando as incidéncias para o ano de

2016 dos casos de ocorréncia de cancer tanto em homens quanto em mulheres, com excec¢ao do

melanoma.
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Figura 1. Incidéncia de casos de cancer no ano de 2016 no Brasil, com exce¢do do melanoma (Fonte: INCA,

2016).

1.2. Caracteristicas da doenca
As células do nosso corpo portam-se de maneira harmonica, enviando, recebendo e

interpretando informacdes advindas do seu entorno por meio de sinais que indicam seu



comportamento. Quaisquer alteragdes moleculares nesse modo de organizacdo geram
problemas para o funcionamento do organismo como um todo (ALBERTS et al., 2010).

Durante muito tempo foi questionado pela comunidade cientifica quais as caracteristicas
representativas das células de cancer que as tornavam diferentes das células normais dos
organismos. As respostas para tais questdoes foram sanadas com o advento do estudo da genética
(STEWART; WILD, 2014). De forma geral, o corpo humano possui cerca de 10* células, sendo
que, uma quantidade significativa delas (bilhdes) podem sofrer mutagdes genéticas que podem
produzir vantagens seletivas para algumas células em relacdo as demais. Determinadas
mutagdes podem incluir um melhor crescimento e desenvolvimento celular, possibilitando
assim uma maior sobrevivéncia dessas células. Tais eventos sdo os principios basicos para
formag¢ao de um cancer (ALBERTS et al., 2010). A figura 2-A ilustra como uma sucessao de
mutagdes, que geram alteragcdes no DNA, podem levar a formagao de células neoplasicas.

O numero de mutagdes que um individuo pode sofrer, estd relacionado com a idade do
mesmo, isto €, quanto mais velho o paciente, maior ¢ a ocorréncia de mutagdes celulares, uma
vez que, diversas fungdes celulares diminuem progressivamente com a idade, as células
remanescentes reduzem a capacidade de reparar as lesdes cromossdmicas, viabilizando assim
o desenvolvimento de células tumorais. Ciclos repetidos de mutacdes produzidos como
consequéncia da competicao e sele¢do natural, podem, por uma eventualidade, levar a formagao
de uma massa celular anormal, formando os chamados “tumores” (VOGELSTEIN etal., 2013).

A proliferacdo celular continua devido a exposi¢do persistente de agentes carcindgenos
¢ denominada de tumorogénese ou oncogénese (WELCH et al., 2000). Um tumor € considerado
como benigno quando o crescimento celular acontece de forma lenta e em uma inica massa de
células. Ao contrario, um tumor ¢ considerado maligno quando neoplasias (“novo
crescimento”) sdo capazes de atingir células em sua proximidade atuando de modo mais

agressivo e com alta capacidade de disseminacdo pelo organismo (SANTOS et al., 2011)



(figura 2-B). De acordo com Vogelstein et al. (2013), a propensdo das células tumorais a
invasao, propicia o seu desprendimento dos tecidos e, como consequéncia, acabam entrando na
corrente sanguinea ou vasos linfaticos formando tumores secundarios que sdo, comumente,
denominados de “metastase” (figura 2-C). Além disso, a capacidade que as neoplasias possuem
de invadir suas proximidades dificulta os procedimentos cirargicos de remog¢do das mesmas,

impossibilitando sua erradicagdo (SANTOS et al., 2011).
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Figura 2. Caracteristicas que envolvem a origem e desenvolvimento de um tumor; A) Como a ocorréncia de uma
mutagdo pode levar a formagao de células cancerosas - neoplasicas, isto €, quando uma célula anormal cresce e se
desenvolve de maneira anormal dando origem a um tumor; B) Diferenca entre os tipos de tumores: benigno (ndo
invade células adjacentes) e maligno (capacidade de invasdo de outras células); C) Capacidade de células tumorais
malignas de se desprenderem da massa tumoral inicial e adentrarem na corrente sanguinea ou linfatica, causando

um processo chamado de metastase (Fonte: modificado de INCA, 2016).

Uma outra caracteristica dos tumores consiste no fato de que a proliferacdo de clones
mutados os quais aceleram a evolugdo do tumor, promovem um aumento na populag¢do de
células que podem sofrer novas mutagdes genéticas e epigenéticas (figura 3). O aumento dessa
diversidade genética promovida pela proliferacdo das células cancerosas consiste em mais um

fator que dificulta a erradicacdo do cancer nesse estagio de evolu¢ao (ALBERTS et al., 2017).



Células epiteliais

em crescimento
Geracdo acidentalde naldmina basal
uma célula mutante

Célula com l PROLIFERACAD
2 mutagoes CELULAR

PROLIFERACAQ
CELULAR

Célula com

PROLIFERACAD
CELULAR PERIGOSA

Figura 3. Proliferagdo das células cancerosas e mutacdes sucessivas (Fonte: adaptado de ALBERTS et al. 2017).

Os tumores, na maioria dos casos, sdo monoclonais, isto ¢, cada tumor origina-se de
uma unica célula, sendo que as células cancerosas sao resultado de um processo evolutivo, que
envolve geracdes sucessivas com comportamentos anormais (STEWART; KLEIHUES, 2003).
Desta forma, uma inica mutagdo nao ¢ capaz de tornar uma célula normal em uma cancerosa
(VOGELSTEIN ez al., 2013).

Os canceres podem ser classificados de acordo com o tipo de tecido e tipos celulares
dos quais descendem. Desta forma, os tumores malignos incluem os sarcomas, que sao tumores
malignos heterogéneos derivados de células e tecidos mesenquimais (D’ANGELO et al., 2014),
os carcinomas, provenientes de células epiteliais (CARVALHO, 2010), e os demais que ndo se
enquadram nessas classificagdes incluem as leucemias e linfomas, que emanam de leucécitos
ou células hematopoiéticas. Quando se trata de tumores benignos, héa, também, uma
classificagdo para cada tipo (ALBERTS et al., 2017): os adenomas, que acontecem nas
glandulas, os lipomas, que apresentam sua origem nos tecidos gordurosos, € 0os miomas,
provenientes do tecido muscular liso (INCA, 2016).

Ainda ¢ importante considerar uma outra explanacao sobre o cancer que sdo conhecidos

como “Hallmarks of Cancer”, ou seja, de acordo com Hanahan e Weinberg (2015), existem dez



(10) capacidades bioldgicas adquiridas pelas células durante o desenvolvimento de um tumor
humano. A figura 4 ilustra tais caracteristicas, que de maneira geral incluem: (1) manter a
sinalizacdo proliferativa das células cancerosas, (2) evadir dos supressores de crescimento, (3)
resistir a morte células, (4) escapar da destruicdo celular promovida pelo sistema imunolégico,
(5) promover imortalidade replicativa, (6) induzir a angiogénese, (7) ativar a invasdo e
metastase, (8) reprogramar o metabolismo energético, (9) capacidade de induzir processo

inflamatorio e (10) instabilidade genomica (HANAHAN; WEINBERG, 2015).
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Reprogramaggo do
metabolismo energético

Resisténcia 8 morte
ceular programada

Instabilidade
gendmica

Imortalidade
replicativa

Inflamagio promovida
pelo tumor

Ativagio de invasdo e
metdstase

Indugdo de angiogénese

Figura 4. “Hallmarks of Cancer” ou caracteristicas do cancer (Fonte: modificado de HANAHAN; WEINBERG,
2015).

1.3. Cancer de colo de utero

O céancer de colo de utero, também conhecido como “cancer cervical” (MENDONCA
et al.,2010) que apresenta como agente etioldgico da doenga o Papilomavirus Humano (HPV),
especialmente o HPV-16 e o HPV-18, adquirido, comumente, no inicio da vida sexual da
mulher (RODRIGUES et al., 2016). O HPV ¢ a doenga sexualmente transmissivel (DST) mais
recorrente no mundo (INCA, 2016). As infecc¢des persistentes pelo HPV podem gerar alteragdes
intraepiteliais progressivas que podem evoluir para lesdes que caso ndo sejam diagnosticadas e
tratadas no inicio, evoluem para o cancer do colo do utero. Porém, apenas a infec¢do por HPV

ndo consiste em uma causa suficiente para que se desenvolva o cancer em questdo, ja que €



necessario que a infec¢do ocorra de maneira persistente, além de estar associada com outros
fatores tais como o estilo de vida, tabagismo, imunossupressao entre outros (INCA, 2016).

Para o ano de 2016 foram esperados cerca de 16.340 novos casos de cancer de colo de
utero no Brasil: 23,97/100 mil casos na Regido Norte, 20,72/100 mil na regido Centro-Oeste,
15,17 /100 mil na Regido Sul e de 11,30/100 mil casos na Regido Sudeste. Desta forma, a
doenga consiste em um importante problema de saude publica (INCA, 2016).

Henrietta Lacks teve uma importancia muito grande para os estudos relacionados com
o cancer do colo de utero. Ela nasceu no ano de 1920, e aos 30 anos recebeu o diagnostico de
cancer de colo de utero (LUCEY et al., 2009; GUEDES, 2013). Sem muito sucesso em seu
tratamento acabou vindo a 6bito no ano de 1951, em decorréncia da doenca que, ja em estado
avancado, se espalhou para outros 6rgaos do corpo. Porém, durante seu tratamento no Hospital
Johns Hopkins, tecidos correspondentes a regido do cancer foram retirados, sem o
consentimento da paciente, e enviados para o Dr. Gey, que colecionava tecidos de
procedimentos cirurgicos para estudo junto aos seus parceiros. Um dos cientistas que
trabalhavam no laboratorio junto com o Dr. Gey conseguiu cultivar as células de Henrietta
Lacks em cultura, tornando-as a primeira linhagem celular de cancer imortalizada em cultura
de células. As células em questdo foram nomeadas de “HelLa” em homenagem a “Henrietta
Lacks” (LUCEY et al., 2009). Por muitas décadas a origem das células foi mantida em segredo,
referente ao periodo em que tiveram uma notoriedade na comunidade cientifica. Desde entdo
tem crescido a quantidade de estudos que envolvem esse tipo celular tanto para producdo de
novos medicamentos quanto para o desenvolvimento de novas tecnologias (GUEDES, 2013).

1.4. Diagndstico e tratamentos contra o cancer

O diagnostico do cancer esté relacionado com a avaliagdo do historico clinico associada
a analise detalhada de exames fisicos com visualizagao direta da area infectada quando possivel,

aplicando-se técnicas adequadas de acordo com o tipo de cancer em andlise (INCA, 2016).



Quando hé o diagnostico precoce de um individuo com cancer, existe uma maior probabilidade
de cura dos pacientes (KATZUNG et al., 2014).

Os tratamentos convencionais contra o cancer consistem em radioterapia,
quimioterapia, cirurgias (ALMEIDA, 2005). A primeira consiste em um tratamento local que
utiliza equipamentos que permitem irradiar a regido atingida pela doenca cujo agente
terapéutico ¢ a radia¢do ionizante tornando o local de incidéncia eletricamente instavel,
promovendo assim a morte ou perda da capacidade replicativa do material genético celular
(JHAM; FREIRE, 2006). No entanto, tal tratamento tem sido cada vez menos usado por gerar
efeitos colaterais tardios e sérios para o paciente (INCA, 2016).

A quimioterapia consiste em uma forma de tratamento sistémico do cancer baseada na
administracdo de farmacos quimioterapicos que atuam em células cancerosas que ja se
espalharam pelo organismo do paciente (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2010). Os agentes
antineoplasicos mais aplicados nesse tipo de tratamento sdo os alquilantes, que interagem com
o DNA (ALMEIDA, 2005) induzindo a morte celular ou diminuindo o processo de divisao das
cé¢lulas (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2010). Ainda sobre os farmacos alquilantes, tem-
se como mecanismo de a¢do a transferéncia do grupo alquila para os constituintes celulares,
gerando, assim a principal a¢do de morte celular. Um dos maiores problemas de se utilizar esse
tratamento € que eles também sdo carcinogénicos, podendo provocar neoplasias secundarias e
toxicidade sistétmica (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014).

A poliquimioterapia tem sido amplamente empregada, ja que os fdrmacos usados em
tratamentos monoterapicos em doses clinicas, foram, comprovadamente ineficazes contra os
canceres. Os poliquimioterapicos apresentam uma alta atividade nas células cancerosas dentro
da faixa de toxicidade que ¢ tolerada pelo paciente dentro da dosagem recomendada. Além

disso, eles proporcionam uma maior interacdo com as células alvo dos tratamentos e podem



adicionalmente diminuir ou retardar a resisténcia celular aos farmacos (KATZUNG et al.,
2014).

A cirurgia oncolédgica remove tumores so6lidos e ¢ indicada para diagndstico, profilaxia,
reconstru¢do, inser¢ao de dispositivos terapéuticos ou de suporte, entre outros. No entanto,
apesar de ser eficaz no tratamento de tumores locais, constitui-se como uma solu¢do paliativa
(BAXEVANIS et al., 2009). Com o surgimento de novos tratamentos, a cirurgia tem sido
utilizada com menor frequéncia e, em alguns casos, ¢ associada com outros recursos
terapéuticos (LUSTOSA et al., 2012).

1.5. Complexos metalicos usados no tratamento contra o cincer

A atividade antineoplasica dos complexos metalicos vem sendo muito estuda nas
ultimas décadas. A atividade biologica dos compostos de platina foi descoberta por Rosenberg
e seus colaboradores no ano de 1965 apds avaliarem o efeito do campo elétrico sobre o
crescimento celular. A atuagdo desses complexos esta relacionada com a inibi¢do da divisao
celular (ALMEIDA et al., 2014; SOUZA, 2017). Com base nessa descoberta, testou-se a
atividade antitumoral do composto “cis-diaminodicloroplatina” ou cis[Pt(NH3)2Cl>],
comumente denominada de “cisplatina”, foi avaliada em ratos brancos Swiss €
subsequentemente, em tumores de colo de utero, bexiga, cabeca e pescoco, cancer esofagiano,
ovariano e de pulmonar (ALMEIDA et al., 2014) e atualmente seus derivados t€ém sido muito
usados no tratamento contra diversos canceres (FONTES et al., 2005).

De acordo com Almeida et al. (2014), existem seis compostos derivados da platina que
sdo largamente utilizados como antineoplasticos: cisplatina, carboplatina, oxaliplatina
(disponivel apenas em alguns paises), nedaplatina, loplatina e heptaplatina, os trés Gltimos estao

acessiveis apenas no Japao, China e Coréia, respectivamente (figura 5).
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Figura 5. Estrutura quimica de farmacos derivados da platina aprovados para uso clinico (Fonte: CARVALHO,

2015).

A entrada desses compostos nas células alvo atua como uma etapa decisiva para
promocao do efeito desejado, antitumoral, e muitas vezes ¢ facilitado devido a presenca de
transportadores celulares de cobre, que internalizam o medicamento através da proteina CTR1,
por endocitose. Apos a internalizagdo do composto de interesse na célula, ha a formagao de
metabolitos ativos que seguem trés direcdes diferentes de atuacdo intracelular: sdo distribuidos
nos compartimentos celulares, transportados para dentro do ntcleo, interagindo com o DNA da
célula, ou por extrusdo celular regulando a homeostase do cobre (ALMEIDA, 2014). A liga¢ao
dos compostos de platina com o DNA ocorre preferencialmente nos dtomos de nitrogénio
presentes na guanina, mais estavel por interagir com o hidrogénio presente no grupo NHs, ou
adenina, proporcionando uma altera¢do na estrutura do material genético (figura 6), que é&,
muitas vezes, irreparavel, conferindo a capacidade antitumoral da cisplatina, visto que, hd um
impedimento da divisdo celular, que ¢ crucial na continuidade do crescimento e
desenvolvimento do cancer (FONTES et al., 2005).

No entanto, assim como os demais antineoplasicos anteriormente citados, os derivados
da platina apresentam alta nefrotoxidade, além de provocar anorexia, ototoxicidade,
neurotoxicidade e desenvolvimento de resisténcia aos mesmo (ALMEIDA, 2014). Além disso,
a efetividade dos compostos de platina e seus derivados tem sido dificultada pela complexagao
da platina com proteinas e peptideos (CARVALHO, 2015), o que impede a utilizagdo desses
tipos farmacologicos (ALMEIDA, 2014). No entanto, de acordo com Carvalho (2015), tais

limitagdes impulsionaram estudos que permitiram desenvolver novos complexos analogos
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contendo novos ligantes que podem conferir um maior espectro de atividade antitumoral e

diminuir ou evitar os efeitos adversos provocados pelos compostos provenientes da platina.
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Figura 6. Interacdo dos compostos de platina com o material genético, DNA, da célula cancerosa (Fonte:

ALMEIDA, 2014).

1.6. Complexos de cobre no tratamento contra o cincer

O cobre ¢ um dos poucos metais que sdo encontrados puros na natureza e sua aplicag@o
normalmente esta relacionada com a capacidade de interconversdo do Cu*! (estado reduzido)
entre seus estados de oxidagdo Cu*?(CAVALCANTE, 2016) e Cu™, no entanto existem poucos
exemplos deste (GONCALVES, 2016). Tal metal configura-se, também, como um
oligoelemento essencial muito importante para o funcionamento do organismo, atuando na
composicao e atividade tanto de enzimas quanto das demais proteinas (OLIVEIRA, 2016). As
formas Cu™ e Cu™ ligam-se fortemente a moléculas biologicas (GONCALVES, 2016)
apresentado agdes relacionadas com transporte de elétrons, metabolismo energético, ativacdo
do oxigénio, respiracdo e sintese de DNA nas células (GUERRA, 2016).

Além da importancia biologica, o Cu? é capaz de formar complexos que tém sido cada
vez mais estudados por apresentar diferentes conformacdes estruturais e gerar reatividades
relacionadas com a formacao de espécies reativas de oxigénio, promovendo estresse oxidativo
nas células e danos nas biomoléculas (DNA, agtlicares e proteinas). Os complexos de cobre sao
uma alternativa aos compostos derivados de platina usados como antineoplasicos, ja que ao

atuar como um elemento essencial para o funcionamento sistémico, existem mecanismos
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naturais do organismo que sdo capazes de absorver, distribuir e eliminar esse metal
(OLIVEIRA, 2016).

Nos complexos de Cu*?, os niimeros de coordenagdo variam de quatro a seis, obtendo-
se geometrias quadratica e tetraédrica, bipiramidal trigonal e pirdmide de base quadrada; ja os
compostos hexacoordenados possuem geometria octaédrica (OLIVEIRA, 2016). Portanto, a
existéncia de uma variedade de arranjos possiveis, permite obter uma gama de ligantes que
podem ser usados como drogas ativas fracamente toxicas, o que proporciona outra caracteristica
a esse elemento como a capacidade de atuar como agente antiproliferativo, ja que ¢ conhecida
desde 1969, sua alta compatibilidade de ligacdo com o DNA, assim como a cisplatina
(GONCALVES, 2016).

Evidencias cientificas mostram que os complexos de cobre apresentam atividades
antimicrobianas, antiflingicas, antivirais, anti-inflamatérias e sobretudo antitumoral
(CHANDRALEKA, 2011). H4 ainda diversos estudos que demonstram a capacidade dos
complexos de cobre em clivarem a molécula de DNA. Com base nessas informacdes, varios
complexos de cobre foram e estdo sendo sintetizados e testados como drogas antitumorais.

Podemos citar como exemplo o complexo cobre-fenantrolina [Cu(1-10-phen),]*? (figura 7).

Cl Cl

Figura 7. Estrutura quimica do complexo usado como precursores de novos complexos com atividade

antineoplasica (Fonte: OLIVEIRA, 2016).

A 1,10-fenantrolina ¢ um composto heterociclico policondensado da classe dos agentes
quelantes perntencente a familia dos ligantes o,a’-diiminas. Complexos de cobre associados

aos ligantes de fenantrolina sdo capazes de induzir apoptose em células cancerosas de figado.
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Com isso, novas pesquisas se projetaram para explorar melhor esse potencial de associacdo de
ligantes ao cobre (SEGURA, 2014; OLIVEIRA, 2016;). O ligante N-heterociclico 2,2’-
bipiridina ¢ comumente usado em complexos metélicos devido sua alta estabilidade, poder
quelante, capacidade de interagdo com o DNA alvo (DONNICI et al., 2002; PAZINATO,
2014). Quando associado a complexos de cobre, a bipiridina também apresenta atividade
antifingica e citotoxica em células tumorais, aumentando o interesse da associacdo desse
ligante com complexos metalicos (PEREIRA, 2015). O é4cido quinéldico (também utilizado
como ligante na formagdo de complexos com capacidade antitumoral) ocorre de maneira natural
no organismo sendo um analogo do metabdlito de triptofano, o 4cido quinurénico; porém a sua
origem, sintese e metabolismo ndo foram totalmente elucidados. A similaridade entre o 4cido
quinaldico e o acido quinurénico permite ao acido quinaldico a capacidade antiproliferativa e
de alteragdo morfologica nas células; tal afirmacdo foi observada em células de colon e de
cancer renal por meio da inibi¢ao da sintese do DNA (LANGNER et al., 2013; LANGNER et
al., 2015).

Neste sentido, um estudo anterior nao publicado, foram sintetizados, no ano de 2017,
trés novos compostos caracterizados como complexos de cobre pelo professor doutor Wendell
Guerra, no Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia. Estes complexos foram
sintetizados a partir do cobre onde novos ligantes foram adicionados. Sdo eles: fenantrolina +
acido quinaldico; bipiridina + 4cido quinaldico e 4cido quinaldico, originando, respectivamente,
os complexos C7, C8 e C9. A figura 8 apresenta a estrutura quimica dos ligantes e a figura 9 retrata

os complexos sintetizados.
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Figura 9. Estrutura dos complexos sintetizados: A) Complexo de Cobre C7 (cobre(Il) + fenantrolina + acido

quinaldico); B) Complexo de Cobre C8 (cobre(Il) + bipiridina + acido quinaldico) e C) Complexo de Cobre C9
(cobre(II) + acido quinaldico) (Fonte: ALMEIDA; GUERRA, 2017).

Mediante ao potencial antitumoral de alguns complexos de cobre ja descritos na

literatura, esse trabalho foi realizado com o intuito de investigar a atividade dos complexos C7

([Cu(phen)(QNA)CIO)]), C8 ([Cu(bipy)(QNA)CION]) e C9 ([CuQNA)JH:0) e seu

respectivos ligantes (fenantrolina, bipiridina e acido quinaldico) em linhagens celulares

tumorais € nao tumorais.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais
No presente trabalho objetivou-se verificar a atividade antitumoral in vitro dos complexos
de cobre [Cu(phen)(QNA)CIO4)] — C7, [Cu(bipy)(QNA)CIO4)] — C8, [Cu(QNA)]JH.0 - C9 ¢
seus respectivos ligantes.
2.2. Objetivos especificos
= Verificar a atividade citotoxica por ensaio de MTT dos complexos C7, C8 e C9 e seus
ligantes em linhagens celulares de cancer de colo de ttero (HeLa) e células endoteliais
de veia umbilical humana (HUVEC);
» Determinar a concentragdo inibitoria de 50% da viabilidade das células testadas das
células testadas;
»  Avaliar a atividade antiproliferativa através do método de CytoSelect™ dos complexos
que apresentarem melhor atividade citotoxica para a linhagem celular tumoral HeLa;
* Determinar o mecanismo de morte células pelo método de Anexina V;
» Investigar a agdo dos complexos frente ao processo de adesao das células por meio do
ensaio colorimétrico de MTT.
3. METODOLOGIA
3.1. Complexos de cobre
Os complexos de cobre(Il) e os ligantes utilizados no presente trabalho foram
sintetizados e caracterizados pelo professor Wendell Guerra do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Uberlandia. Os complexos de cobre(Il) testados foram:
[Cu(phen)(QNA)CI104)] — C7, [Cu(bipy)(QNA)CIO4)] — C8, [Cu(QNA)2]H20 — C9; os ligantes
avaliados foram: fenantrolina (phen), bipiridina (bipy) e acido quinaldico (QNA).
Para a realizacdo dos experimentos os complexos e os ligantes foram dissolvidos em

sulfoxido de dimetilo (DMSO) para obtencdo de uma solucdo estoque (10mM) que foi
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armazenada em temperatura ambiente. Durante os experimentos, novas dilui¢des foram
preparadas em meio de cultura onde a concentragdo do DMSO nao excedeu 0,1%.

3.2. Cultura de células

Duas linhagens celulares foram utilizadas, uma tumoral (HeLa), proveniente de células
de colo de utero, e uma nao tumoral (HUVEC), derivada de células endoteliais de veia umbilical
humana. Ambos tipos celulares ja eram trabalhados e cultivados no Laboratério de Bioquimica
e Toxinas animais (LaBiTox) da Universidade Federal de Uberlandia.

As duas linhagens de células foram cultivadas em frascos de cultura celular (25 cm?)
contendo meio RPMI-1640 (Gibco, Paisley, UK), suplementado com 2mM de piruvato de
sodio, ImM MEM, 60ug/mL de penicilina/estreptomicina (Sigma Chemical Co., St. Louis,
USA) e 10% de soro fetal bovino — (SBF) (Cultilab, Campinas, Brazil). As células foram

mantidas em uma estufa (Thermo Scientific) a 37°C e 5% CO..

3.3. Avaliacio da citotoxicidade

As células HeLa e HUVEC (3x10* células/poco) foram plaqueadas em placas estéreis
de 96 pogos junto ao meio RPMI-1640 completo (10% de SFB) e em seguida incubadas a 37°
C em estufa contendo 5% de CO» durante 3 horas. Posteriormente a incubagao, o sobrenadante
foi retirado e, em seguida, foi adicionado o meio RPMI-1640 completo (10% de SFB) na
auséncia (controle) ou presenca de diferentes concentragdes (25uM, 12,5uM, 6,25uM,
3,125uM, 1,56uM, 0,78uM, 0,39uM) dos complexos C7, C8 e C9, e seus ligantes. As células
foram entdo incubadas a 37°C em estufa com 5% de CO; durante 24 horas. Em seguida, a
viabilidade celular foi avaliada através do método colorimétrico baseado na oxidacado
mitocondrial, a solucdo de (3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolio) (MTT) a Smg/mL
e 20uL em cada pogo da placa. Desta forma, apos o tratamento as células foram incubadas com

a solucdo de MTT durante 3 horas com posterior adicdo de SDS (Sodium Docecyl Sulfate) —
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HCI (0,01M) com o volume de 100uL por pogo. As microplacas foram entdo incubadas
overnight em estufa de 37°C a 5% de CO» e em seguida a absorbancia foi mensurada em 570nm
em espectrofotdmetro UV/visivel para microplacas (Multiskan Ascent, Labsystems).
Adicionalmente, as concentragdes inibitdrias para 50% das células (ICso) foram determinadas.
Os experimentos foram realizados em triplicata e dois experimentos independentes foram
conduzidos.

3.4. Ensaio antiproliferativo celular pela técnica de CytoSelect

A andlise de antiproliferacdo das células tumorais (HeLa) foi realizada utilizando-se o
kit de reagentes “CBA-253: CytoSelect™ Cell Proliferation Assay Reagent (Colorimetric)”
(Cell Biolabs, INC.). Para tanto, foram selecionadas trés concentragdes do complexo C7
(5,6uM, 2,8 uM e 1,4 uM) e C8 (47,6 uM, 23,8 uM e 11,9uM), cujas determinacdes foram
baseadas no célculo do ICso (que correspondem, respectivamente, a 2xICso; ICso € %2 x ICso).

Em uma placa estéril de 96 pogos, foram plaqueadas 100uL das células em 26 pogos
ajustadas a uma concentracdo de 3x10* células por poco em meio RPMI-1640 completo (10%
de SFB) e, em seguida, as células foram incubadas na estufa nas condig¢des de 37°C e 5% CO»
durante 3 horas. Apos o periodo de incubagdo, as mesmas foram tratadas com os complexos C7
e C8 nas concentragdes mencionadas acima. Além disso, algumas células receberam apenas
meio RPMI sem SBF (controle negativo), e as outras receberam o meio RPMI com 10% de
SBF (controle positivo). Aos tratamentos foram adicionados 10pL do reagente (CytoSelect™
Cell Proliferation Assay Reagent) antes de se completar 24 horas; depois de 4 horas a
fluorescéncia foi mensurada em comprimento de onda de 560nm de excitacdo e 600nm de
emissao no fluorimetro Perkin Elmer. O mesmo procedimento de adi¢do do reagente e leitura

de fluorescéncia foi realizado para o periodo de 48 horas e 72 horas.
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3.5. Ensaio de apoptose celular

As células HeLa (3x10* células/poco) foram plaqueadas em uma placa estéril de 24
pogos com meio de cultura RPMI-1640 completo (10% de SBF) e, em seguida, foram incubadas
em estufa nas condi¢des de 37°C e 5% CO» durante 24 horas. Subsequentemente, as células
foram tratadas com complexo de cobre C7 nas concentrac¢des equivalentes ao ICso (2,8 uM) e
Y2 x 1Cs0 (1,4uM), em seguida, foram incubadas em estufa nas condi¢des de 37°C e 5% CO»
durante 24 horas.

Apoés a incubacdo, as células foram centrifugadas a 1000rpm por 5 minutos e,
posteriormente, lavadas em tampao PBS (Phosphate Buffer Salin) 1x seguida por outra
centrifugacdo nas mesmas condigdes. Subsequentemente, as células foram ressuspendidas em
SuL de solugdo tampao de ligacdo de Anexina V (Kit I de Detecgdo de Apoptose PE Anexina
V - FITC), seguidos da adi¢do da SuLl. de Anexina V e do PI iodeto de propideo (PI). As
amostras foram homogeneizadas e incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente, evitando-
se a luminosidade. Em seguida, as amostras foram analisadas no citdmetro (BD) nos canais
FITC e PerCP. Os dados obtidos foram analisados a partir do sofware FlowJo (FlowJo v. 7.6.3;
Tree Star Inc., Ashland, OR, USA).

3.6. Ensaio de adesao celular por meio da técnica colorimétrica de MTT

As células HeLa (3x10* células) foram incubadas com meio RPMI-1640 completo (10%
de SFB) em microtubos (1,5 mL) em tratamento com o complexo C7 nas concentragdes
equivalentes a 2x ICso (5,6uM) ICso (2,8uM) e Y2x ICso (1,4uM) a 37° C em estufa de CO>
durante 30 minutos (o controle negativo de adesdo celular foi incubado apenas com o meio
RPMI-1640 completo — 10% de SFB). Apds o periodo de incubagdo as células foram
plaqueadas em placas estéreis contendo 96 pogos e incubadas 4 37°C - 5% CO> durante 3 horas.
Ap0s este periodo as células foram lavadas com tampdo PBS 1x e em seguida foi adicionado o

meio RPMI-1640 completo (10% de SBF). Em sequéncia foi adicionado 20puL da solucdo de
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MTT (5mg/mL) e as placas foram incubadas por 3 horas a 37°C - 5% de CO.. Ap0s a incubagao,
foi adicionado o SDS (Sodium Docecyl Sulfate) — HCI (0,01M) com o volume de 100puL por
pogo para solubilizagdo dos cristais e a placa foi incubada overnight. Por fim, a absorbancia foi
lida em 570nm em espectrofotdmetro UV/visivel para microplacas (Multiskan Ascent,
Labsystems).

3.7. Métodos estatisticos para plotagem dos graficos

A determinacdo da concentracdo inibitoria para 50% a viabilidade celular (ICso), foi
calculada através da regressao linear, de uma curva dose-resposta (Concentracdo da Amostra
vs Viabilidade Celular), realizada com 95% de confiabilidade. A equacao da reta “y = a + bx”
forneceu os valores ICso, sendo que “y” corresponde a absorbancia obtida pela leitura do
espectrofotometro ¢ “x” a concentragdo dos complexos e ligantes analisados; tais resultados
foram obtidos através do software Excel 2013.

Além disso, foram plotados dois tipos de graficos: o logaritimico, que relaciona o
percentual de citotoxicidade em fun¢@o do logaritmo das concentragdes testadas e o de barras,
cuja citotoxicidade foi expressa em func¢do das concentracdes utilizadas; o primeiro foi
calculado a partir de uma regressao nao linear, e o segundo foi expresso como média + erro

padrao da média. Par todos os graficos plotados utilizou-se o programa GraphPad Prism 6.0.

Para as andlises estatisticas foi utilizado o teste one-way ANOVA.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
A investigacdo por novos agentes quimioterapicos os quais possam ser utilizados no
tratamento contra o cancer se faz presente nos ultimos anos. Desta forma, podemos evidenciar
os complexos metalicos, ja que eles vém sendo alvos de estudos por muitos pesquisadores. A
cisplatina e seus derivados apresentam muitos efeitos adversos que dificultam sua aplicacdo

para a finalidade em questdo, estimulando estudos a utilizarem outros metais em substitui¢do a
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platina. Nessa perspectiva, podem ser destacados os complexos de cobre(Il) os quais
configuram-se como potenciais agentes antitumorais in vitro e in vivo (FERREIRA et al., 2016;
LIANG, 2017). A relevancia dos complexos de cobre relaciona-se com a capacidade de atuarem
como compostos bioativos, isto ¢, sua ativagdo ocorre em regides redutoras no organismo onde
ha pouca presencga tanto de oxigénio e quanto de vascularizagdo e que podem atuar diretamente
no local do tumor (FONSECA, 2014).

O presente trabalho avaliou a citotoxicidade dos complexos contra as células HeLa e
HUVEC utilizando-se a técnica de MTT. Na célula tumoral, os complexos C7, C8 ¢ C9
apresentam um efeito citotoxico dose-dependente, isto é, a medida que as concentracdes dos
mesmos diminuiram, houve também, uma queda na capacidade antitumoral dos mesmos (figura
10). Sendo assim, em compara¢do com o controle negativo, a maior a¢do antitumoral do
complexo C7 foi observado nas concentragdes de 25uM, 12,5uM, 6,25uM e 3,125uM,
promovendo uma citotoxicidade de 93,89%, 90,97%, 64,52% e 64,48%, respectivamente. Nas
demais concentragdes (1,56uM, 0,78uM e 0,39uM) ndo foi possivel observar citotoxicidade
igual ou proxima a 50% (24,24%, 16,22% e 19,37%) (figura 10-A.1). Quanto ao complexo C8,
a maior atividade citotoxica observada € relativa a concentracdo de 25uM, apresentando uma
porcentagem de 57,03% de toxicidade nas células. As demais concentragdes (12,5uM, 6,25uM,
1,56uM, 0,78uM e 0,39uM) apresentaram 31,04%, 10,89%, 12,28%, 9,33%, 11,93% ¢ 9,41%
de citotoxicidade, respectivamente (figura 10-B.1). A curva em escala logaritimica confirma
que, quanto menor a dose dos complexos C7 e C8, menor ¢ a toxicidade para as células tumorais
(figura 10-A.2 e 10-B.2). Para o complexo C9 observa-se uma atividade citotdxica abaixo de
50%. Assim, as concentragdes que apresentaram citotoxicidade (em uM) de 25 e 12,5 foram de

12,69% e 2,45%, respectivamente.
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Figura 10. Ensaio de citotoxicidade por meio da técnica colorimétrica de MTT na linhagem celular tumoral (HeLa)
em diferentes concentragdes dos complexos de cobre(Il); A.1) Grafico demonstrativo da a¢do do composto C7
(escala em M, para melhor visualizagdo do comportamento da curva); A.2) Grafico em escala logaritmica referente
a curva dose-resposta apos o tratamento com o complexo C7; B.1) Grafico demonstrativo da agdo do composto
C8; B.2) Grafico em escala logaritmica referente a curva dose-resposta apos o tratamento com o complexo C8
(escala em M, para melhor visualizacdo do comportamento da curva); C) Grafico demonstrativo da acdo do
composto C9. Os tratamentos foram realizados nas concentragdes de 25uM, 12,5uM, 6,25uM, 1,56uM, 0,78uM

e 0,39uM; valores de significancia estatistica p < 0,0001 em relagdo ao controle.

Adicionalmente, a citotoxicidade dos complexos também foi avaliada em uma linhagem
celular ndo tumoral (HUVEC), visto que uma condi¢do ideal de tratamento seria de toxicidade
seletiva para as células tumorais e ndo para as normais. Assim, analisando-se a figura 11-A.1
podemos perceber o0 mesmo comportamento dose-dependente observado nas células tumorais.
O complexo C7 apresentou certa toxicidade na linhagem de células HUVEC, entretanto ha uma
maior evidéncia desse comportamento na maior concentracdo (25uM) com 87,35% de
citotoxicidade (a toxicidade produzida nas células HeLa nesta concentragdo foi um pouco maior
quando comparada com as células nao tumorais). Com relagao as demais concentragdes, houve
uma toxicidade abaixo de 50% nas células normais: as concentragdes (em uM) de 12,5, 6,25,

3,125, 1,56, 0,78 e 0,39 apresentaram citotoxicidades de 45,22%, 15,35%, 11,04%, 8,87%,
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2,86% e 3,90%, respectivamente. Estes dados mostram que as concentragdes inferiores a 25uM
nas células ndo tumorais apresentam uma especificidade maior para as células tumorais HeLa.

Para o complexo C8 ndo foi observado uma citotoxicidade maior ou igual a 50% (figura
11-B). Assim, as concentragdes (em uM) de 25, 12,5, 6,25, 1,56, 0,78 e 0,39, apresentaram,
respectivamente, uma citotoxicidade de: 43,80%, 25,71%, 17,10%, 7,83%, 9,86%, 4,89%,
7,44%. Quanto ao complexo C9, ndo houve inibicdo do crescimento celular com uma
citotoxicidade igual ou acima da 50%. As porcentagens de toxicidade celular nas concentragdes
(em uM) 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, 0,78 e 0,39 foram, respectivamente de: 36,46%, 21,15% e

10,02%, 10,37%, 9,16%, 8,19% e 8,65% (figura 11-C).
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Figura 11. Ensaio de citotoxicidade utilizando a técnica colorimétrica de MTT na linhagem celular ndo tumoral
(HUVEC) em diferentes concentracdes dos complexos de cobre(I); A.1) para testar a agdo do composto C7; A.2)
Grafico em escala logaritmica referente a curva dose-resposta ap6s o tratamento com o complexo C7 (escala em
M, para melhor visualizagdo do comportamento da curva); B) Grafico demonstrativo da agdo do composto C8; C)
Grafico demonstrativo da a¢cdo do composto C9. Os compostos foram tratados nas concentragdes de 25uM,
12,5uM, 6,25uM, 1,56uM, 0,78uM e 0,39uM; valores de significancia estatistica p < 0,0001 em relacdo ao

controle.

Outras duas analises realizadas para o complexo C7 e C8 foram a constru¢do da curva

em escala logaritimica obtida através do calculo do ICso (figura 10-A.2 e figura 11-A.2) e o
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indice de seletividade, que mede o quanto o composto ¢ ativo contra as células tumorais sem
causar danos nas células normais. Os demais compostos avaliados ndo tiverem o ICso calculado

porque ndo houveram concentragdes citotoxicas iguais ou acima de 50% (*) (tabela 1).

Tabela 1. Concentragdo que inibe 50% da viabilidade das células testadas (ICso) e indice de seletividade (IS)

Complexo Linhagem Celular Valor do ICso Indice de Seletividade

HeLa 2,79uM
<7 HUVEC 23,79uM 8,53
C8 HeLa 14,43uM *

Diante dessas informagdes, € notavel que o complexo C7 apresenta um maior potencial
citotoxico nas células tumorais do que nas nao tumorais. O complexo C8 € citotoéxico apenas
na maior concentragdo testada na linhagem de células HeLa; na linhagem de células HUVEC
ha uma toxicidade celular baixa, como demonstrado anteriormente. Quanto ao complexo C9 ¢
possivel notar uma citotoxicidade muito baixa nas células tumorais, porém, ja nas ndo tumorais
foi observada um potencial mais toxico para as células. Portanto, o perfil desse composto nao
se mostra favoravel para o presente estudo, inviabilizando outros testes que possam avaliar o
seu potencial antitumoral.

O comportamento antitumoral observado para o complexo C7 pode ser justificado pela
sua estrutura quimica (apresentada na figura 9-A), com planaridade e a presenca da
fenantrolina, promovendo uma maior quantidade de anéis aromaticos, aumentando a
lipofilicidade do complexo, ou seja, tornando-o mais hidrofébico e, como consequéncia,
promovendo uma maior facilidade em conseguir atravessar a membrana plasmatica da célula,
J4 que a membrana plasmatica das células é primordialmente constituida por uma bicamada
lipidica, tornando-a mais hidrofobica. Os complexos C8 e C9 sdo constituidos por anéis
aromaticos, mas ha a presenca de atomos de oxigénio em suas extremidades (figura 9-B e 9-C,
respectivamente), que lhes conferem maior capacidade de interagdo com a dgua, tornando-os

mais hidrofilicos € com maior resisténcia a entrarem nas células. Os complexos de cobre além
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de interagirem com o DNA celular apresentam a capacidade de gerar espécies reativas de
oxigénio (ROS) ap6s a redug¢do do cobre e causando danos no material genético da célula
(SANTINI et al., 2014).

A comparacdo dos resultados relativos a citotoxicidade com outros complexos de
cobre(Il) descritos na literatura torna-se dificil a medida em que os estudos se dao em diferentes
linhagens celulares (GLISIC ez al., 2017). Mesmo assim, a baixa citotoxicidade dos complexos
C7 e C8 nas células ndo tumorais (HUVEC) em relagdo com as tumorais (HeLa) ¢ semelhante
ao observado por Teixeira et al. (2017) que, utilizando complexos de ruténio associado a um
ligante perfluorado de bipiridina, apresentou maior toxicidade celular nas linhagens derivadas
de cancer colon retal (RKO e Sw480) ¢ ndo exibiu um efeito significativo citotdxico na
linhagem controle (NCM 460). Em outro estudo, realizado por Glisi¢ et al. (2017), foi
observado que, através de ensaio de citotoxicidade por meio da técnica de MTT e utilizando
complexos de cobre(Il) associado a terpiridina ([Cu(terpy)(ClO4)2(H20)] e
[Cu(terpy)(Cl04)2(H20)]) em células de cancer de pulmdo (linhagem celular A549) e em
células de fibroblastos pulmonares saudaveis (linhagem MRCS5), houve diferenga na toxicidade
celular das duas linhagens, mostrando-se ligeiramente mais seletivo nas linhagens tumorais.

As concentragdes testadas capazes de inibir 50% da viabilidade das linhagens celulares,
tornam o complexo C7 um potencial agente antineoplasico a ser aplicado no futuro; o complexo
C8 apresentou um menor potencial. Os valores de ICso obtidos nesse trabalho para os complexos
C7 e C8 sdo apoiados aos relatados por Matos et al. (2017) utilizando um complexo de cobre(II)
associado a fenantrolina ([Cu(BTAC1)(phen)ClO4), cuja citotoxicidade dose dependente
apresentando os valores do ICso de 14,92 e 19,215uM nas linhagens celulares tumoral Ehrilich
e ndo tumoral NIH-3T3 (fibroblasto) . Os estudos realizados por Ferreira et al. (2016) utilizando
um complexo de cobre(Il) ligado a 1,10-fenantrolina e a adenina apresentaram o valor do ICso

de 0.87 = 0.06uM nas células HeLa, estando proximos aos avaliados no presente trabalho para
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o complexo C7. Quanto ao IS obtido (tabela 1), tem-se que o complexo C7 ¢ seletivo para as
células tumorais e seu ICso ¢ menor que o IS, potencializando a possibilidade de exploracao do
composto em questao.

Nas avaliagdes da citotoxicidade com os ligantes fenantrolina, bipiridina e 4cido
quinaldico, em ambas linhagens utilizando-se a técnica de MTT, observou-se um
comportamento dose-dependente (excetuando-se a concentragdo de 0,39uM apresentada na
figura 12-B, cuja citotoxicidade foi maior que as concentragdes de 1,56 0,78uM), assim como
os complexos anteriormente avaliados. Sendo assim, em comparagdo com o controle negativo,
as concentragdes da fenantrolina que apresentaram toxicidade celular nas células tumorais
foram de 25uM, 12,5uM e 6,25uM, com, respectivamente, 9,93%, 5,64% e 0,36% (figura 12-
A). Ainda sobre o mesmo ligante, tem-se que a maior concentracdo testada na linhagem nao
tumoral foi a Gnica que apresentou citotoxicidade (ndo significativa) em comparagdo com o
controle negativo: 0,67% (figura 12-D). Quanto ao ligante bipiridina tem-se que, nas células
tumorais, as concentragdes que apresentaram alguma citotoxidade (baixa) foram de 25uM,
12,5uM, 6,25uM, 1,56uM com: 17,84%, 9,55%, 7,49% e 5,18% (figura 12-B). Analisando o
mesmo ligante nas células ndo tumorais (figura 12-E) tem-se que as concentracdes com
toxicidade celular (baixa) foram 25uM, 12,5uM e 6,25uM com 10,87%, 5,64% e 0,73%,
respectivamente. Por fim, o ligante acido quinaldico exibiu citotoxicidade nas células tumorais
nas concentragdes (em uM) de 25, 12,5, 6,25, 1,56, 0,78 e 0,39 que apresentaram,
respectivamente, as taxas de: 20,33%, 17,50%, 8,32%, 6,44%, 6,56% e 5,60% (figura 12-C).
Avaliando o mesmo ligante nas linhagens ndo tumorais, ¢ possivel obter as porcentagens de
citotoxicidade de 13,22%, 11,50%, 0,52%, 0,97% e 0,18% nas mesmas concentra¢des avaliadas

anteriormente (figura 12-F).
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Figura 12. Ensaio de citotoxicidade utilizando a técnica colorimétrica de MTT para testar a agdo dos ligantes em
diferentes concentragdes (25uM, 12,5uM, 6,25uM, 1,56uM, 0,78uM e 0,39uM): A ¢ D) fenantrolina em
diferentes concentragdes; B ¢ E) bipiridina em diferentes concentragdes; C e F) acido quinaldico em diferentes
concentragdes. A linhagem celular utilizada em A, B e C foi tumoral (HeLa) e em D, E e F foi usada a linhagem

de celular ndo tumoral (HUVEC); valores de significancia estatistica p < 0,0001 em relag@o ao controle.

Diante dos resultados expostos ¢ admissivel a baixa contribuicdo dos ligantes isolados
na morte celular das linhagens avaliadas. Por conseguinte, ¢ plausivel que somente os ligantes
conjugados com o cobre através de ligacdo coordenada covalente (BEDOWR, 2017) formando
os complexos sdo capazes de atuar como agentes antineopldsicos. Portanto, os maiores
percentuais citotoxicos avaliados com os complexos deve-se as propriedades eletronicas da
associacdo da fenantrolina com o complexo de cobre(Il) (FERREIRA et al., 2016) e presenca
de ligantes heterogéneos ciclicos com nitrogénio como atomo doador, tal como, 1, 10-
fenantrolina, promovem uma maior atividade para o cobre(Il) (BORTOLOTTO, 2011).

Os ensaios antiproliferativos celulares apontaram que os complexos C7 e C8 interferem
no processo de proliferacdo das células tumorais, especialmente nas primeiras 24 horas de
tratamento. Para o primeiro complexo, tomando como referéncia o controle negativo, € possivel
analisar que a concentracdo de 5,6uM inibiu totalmente a proliferacdo das células HeLa com

24,48 e 72 horas de tratamento; j& a concentracao de 2,8uM inibiu a proliferagdo celular apenas
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nos periodos de 24 e 48 horas. A concentracdo de 1,4uM sé apresentou capacidade

antiproliferativa das células tumorais no periodo de 48 horas (figura 13).
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Figura 13. Ensaio de antiproliferacdo celular em diferentes concentragdes (1,4uM; 2,8uM; 5,6uM) do complexo
de cobre(Il) C7 em linhagens celulares tumorais (HeLa); os dados apresentam a media + SD; *** p < (0,05 em
rela¢do ao controle negativo.

O ensaio de antiproliferagdo das células tumorais utilizando o complexo C8 como
tratamento nas concentracdes de 11,9uM, 23,8uM e 47,6uM mostrou que, nos periodos de 24
e 48 horas do experimento, todas as concentragdes atuaram com comportamentos abaixo do
controle negativo, indicando atividade antiproliferativa. Para o periodo de 72 horas, apenas as
concentracoes de 47,6uM e 23,8uM influenciaram na proliferacdo celular em relagdo ao

controle negativo (figura 14).
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Figura 14. Ensaio de proliferagdo celular em diferentes concentragoes (11,9uM; 23,8uM; 47,6uM) do complexo
de cobre(IT) C8 em linhagens celulares ndo tumorais (HeLa); os dados apresentam a media + SD; *** p < 0,05 em

relagdo ao controle negativo.
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A atuacdo antiproliferativa dos complexos C7 e C8 avaliadas no presente trabalho,
assemelha-se pelos resultados de Teixeira et al. (2017), que conseguiu observar a inibi¢ao da
proliferagdo celular in vivo utilizando complexo de ruténio associado a um ligante perfluorado
de bipiridina. Em contrapartida, Popolin (2016) realizando tratamentos com complexos de
ruténio nas linhagens MDA-MB-231 ¢ MCF-7 (células tumorais de mama), ndo observou a
inibicdo da proliferacdo celular usando uma concentragdo ICsp > 200uM. Tais afirmagdes
apoiam o potencial antitumoral dos complexos C7 e C8 avaliados no presente trabalho, ja que
foram capazes de inibir a proliferagdo das células HeLa usando baixas concentragdes a partir
do calculo do ICso. Além disso, Liu et al. (2008) testou o efeito anti-proliferativo da cisplatina
em células da linhagem tumoral HeLa por citomeria de fluxo e Hoechst33258 e, em ambas
metodologias, foram observadas a capacidade de inibi¢do da proliferacdo dessas células
tumorais, assim como o complexo C7 e C8 na mesma linhagem celular avaliados no presente
trabalho. Além disso, o complexo C7 apresenta o ligante 1,10-fenantrolina, que possui a
capacidade de interagdo com o DNA celular, induzindo mecanismos oxidativos que promovem
alteragdes irreversiveis impedindo a capacidade de replicagdo das células (SILVA et al., 2011).

O ensaio de determina¢do do mecanismo de morte celular da linhagem tumoral (HeLa)
com o complexo C7 utilizou a técnica de citometria de fluxo em que a anexina (marcador) liga-
se a fosfatidilserina (fosfolipideo) externalizada pela célula quando a mesma entra em processo
de apoptose inicial, ja que hd uma deformagao da membrana plasmatica celular. O iodeto de
propideo ¢ um marcador nuclear fluorescente utilizado para distinguir células apoptoticas de
células necroticas, assim, intercala-se no DNA, desde que a membrana celular esteja permeével,
isto €, tenha perdido sua integridade. Os graficos apresentados na figura 15 estdo divididos em
quadrantes que apresentam as porcentagens de: Q1 — morte celular por necrose; Q2 — morte

celular por apoptose tardia; Q3 — apoptose inicial e Q4 — células viaveis.
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Comparando-se o controle negativo (células sem tratamento com dupla marcacao:
anexina e iodeto de propideo) (Figura 15-A) e o complexo C7 nas concentracdes de 1,4uM
(figura 15-B) e 2,8uM (figura 15-C), entende-se que houve um maior indicio de apoptose tardia
(5,66% e 10,60%, respectivamente). Quando comparado os quadrantes Q3 dos tratamentos com
o complexo C7 e o controle, ¢ possivel notar que ndo houve alteragdo significativa para a
concentragdo de 1,4uM; ja para a concentracdo de 2,8uM observa-se uma maior diferenca
comparando-se com 0 mesmo referencial, assim, o composto em questdo pode estar provocando
apoptose inicial nas células tumorais. Analisando o quadrante Q1, tem-se que no controle
negativo ha uma taxa de 9,45% de necrose e nos tratamentos (1,4uM e 2,8uM) de 8,28% e
8,48%, respectivamente, ndo indicando significancia estatisticas.

Resultados semelhantes aos observados para o complexo C7 foram relatados por Santini
et al. (2013), que apresentou a capacidade de alguns complexos de cobre associados a andlogos

do fenol em promoverem a morte celular por apoptose em células de cancer de mama e de
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Figura 15. Analise relativa ao tipo de morte celular que o complexo C7 provoca nas células tumorais (HeLa) por
citometria de fluxo. A) Controle para marca¢dao com anexina e iodeto de propideo; B) concentragdo de 1,4 uM e

C) de 2,8 uM do complexo C7.

Reafirmando os resultados apresentados (figura 15) quanto ao teste de apoptose celular
para as células tumorais, as concentracoes de 2,8 e 1,4uM para o complexo C7 permitiram a

avalia¢do do gréafico das células contadas em fung¢do do tipo de morte celular avaliado (figura
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16). Para as mortes celulares provocadas por necrose e apoptose inicial observa-se um perfil
semelhante ao controle em ambas concentragdes; ja na apoptose tardia ha uma maior quantidade
de células apresentando esse mecanismo de morte.

A apoptose ¢ um mecanismo de defesa celular quando ha alguma alteracdo do seu
material genético ou influéncia de agentes patogénicos (POPOLIN, 2016). Alguns trabalhos
analisaram a capacidade de complexos metélicos, como alguns andlogos da cisplatina
(dicloro(4,40-bis[methoxi]-2,20-bipiridina)platina e dicloro(4,40-bis[3-methoxi-n-propil]-
2,20-bipiridina)platina) (VO et al. 2010), em causar morte celular por apoptose na linhagem
MDA-MB-435. Faria (2015) apresentou resultados semelhantes aos do complexo C7 para o
mecanismo de morte celular, em que um novo prototipo sintetizado utilizando o complexo de
ruténio cis-[RuCl(BzCN)(phen)(dppb)]PFs foi capaz promover apoptose tardia em células da
linhagem S180 utilizando a técnica de Anexina V/PI. Além do mais, a propensdo do complexo
C7 em provocar a morte das células tumorais ¢ comparavel com o observado por Espinal-
Enriquez et al. (2015) em complexos de cobre Cas II-gly, porém com metodologia diferente da

utilizada no presente trabalho.
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Figura 16. Grafico de apoptose vs necrose através da técnica de citometria de fluxo nas células tumorais (HeLa)
com diferentes concentragdes (2,8uM e 1,4uM) comparadas com o controle negativo do complexo C7; ** p <

0,001.
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Entre os complexos de cobre(II) em fase de investigacdo clinica tem-se as Casiopeinas®,

cuja formula geral ¢ dada por [Cu(N-N)(O-O)]NO3 ou [Cu(N-N)(O-N)]NO3, em que N-N pode
ser o ligante 1,10-fenantrolina ou 2,2’-bipiridina substituidas, o O-O representa o acetilcetonato
ou o salicilaldeido e o O-N refere-se a um aminoacido ou peptideo. Estudos mostraram que as

® sdo capazes de inibir a proliferacio das células provocando morte celular por

Casiopeinas
apoptose; ha ainda que nas células da linhagem HeLa, as mesmas provocam uma libera¢ao
significativa de fatores apoptoticos, levando a ativagdo de caspases celulares e morte celular
por apoptose; tal mecanismo pode ser mediado por meio da liberagdo de espécies reativas de
oxigénio, toxicidade mitocondrial ou pela interagdo desses complexos com o DNA da célula
alvo (FONSECA, 2014; PLATAS-SILVA, 2015).

O ensaio de adesao celular, que foi realizado com o complexo C7, mostrou a capacidade
de alteragdo da adesao das células tumorais (HeLa) quando tratados com as concentragdes de
5,6uM, 2,8 uM e 1,4uM, apresentando, respectivamente, 40,98%, 29,34% e 16,64% de inibigao
da adesdo. Desta maneira, fica sugerido que poderia haver um potencial do composto em

questdo em diminuir ou evitar a ocorréncia de metéstase no organismo.
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Figura 17. Grafico da porcentagem de células tumorais (HeLa) aderidas apos tratamento com o complexo C7 em
diferentes concentracdes (5,6 uM; 2,8uM e 1,4uM); as significancias estatisticas se deram em relagdo ao controle;
valores de significancia estatistica para p < 0,001 em relagao ao controle.

As células tumorais interagem com diferentes componentes da matriz extracelular

durante o processo de metastase (POPOLIN, 2016). Diante dessas informacdes, dados
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referentes a inibi¢do da adesdo das células tumorais (HeLa) pelo complexo de cobre(Il) C7 se
assemelham com o estudo realizado por Popolin (2016) nas linhagens MDA-MB-231 (cancer
de mama), em que se observou uma inibi¢do de 35% e 51% da adesdo dessas células nas
concentragdes de 20 e 40uM tendo como tratamento o complexo de ruténio.

Ainda ¢ importante ressaltar que as células tumorais apresentam como moléculas
fundamentais para o seu desenvolvimento as chamadas metaloproteases, enzimas proteoliticas
relacionadas com os processos de invasao e metastase de células cancerosas. Na presenca dessas
metaloproteases ha degradagdo da lamina basal, o que contribui para o processo de invasao de
células normais através das células neoplasicas (RIBEIRO et al., 2008). Diante desse fato, tem-
se que o composto 1,10-fenantrolina, utilizado como ligante para a formagao do complexo C7
avaliado no presente trabalho, ¢ um inibidor de metaloproteases (COMINATTI, 2004).
Portanto, ha uma provavel atuagao desse complexo na inibigao da ocorrencia de metastase nas
células tumorais HeLa analisadas.

Novamente ¢ admissivel a potencialidade do complexo de cobre(Il) C7 em atuar como
agente antitumoral, j4 que apresenta resultados muito semelhantes aos observados na literatura

em relacdo ao tratamento de células tumorais com complexos metalicos.

5. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nesse presente trabalho, conclui-se que os
complexos C7 e C8 exibem agdo citotoxica para a linhagem tumoral (HeLa) e na linhagem nao
tumoral (HUVEC) foi verificada uma toxicidade celular muito baixa. Quanto ao complexo C9
houve uma acdo citotoxica pequena nas células HeLa, enquanto que nas células HUVEC
apresentou uma maior atividade, o que impossibilitou a continuidade dos estudos antitumorais
para tal complexo, ja que o interesse se encontra no tratamento contra o cancer de modo que as

células normais do organismo sejam pouco afetadas.
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Além disso, os complexos C7 e C8 apresentaram a¢do de antiproliferagdo celular
(HeLa). Ja o complexo C7 provavelmente apresenta como mecanismo de morte celular a
apotose tardia. Além disso, € capaz de atuar na inibi¢ao da adesao das células HeLa. Os ligantes
estudados ndo apresentam efeitos de citotoxicidade significativos.

Portanto, o complexo C7 apresentou maiores perspectivas de acordo com os ensaios de
citotoxicidade, antiproliferacao, apoptose e adesdo sendo possivel utilizar baixas concentragdes
para obter acdo antitumoral desejada, demonstrando ser um bom candidato ao desenvolvimento

de novos agentes quimioterapicos.

6. PERSPECTIVAS FUTURAS
Devido ao grande potencial dos complexos como potenciais agentes antitumorais
observado nos resultados, se faz necessario a complementariedade dos mesmos através de
outros testes como migra¢do celular, angiogénese, alteracdo morfoldgica, teste de
genotoxicidade e ensaios in vivo, para comprovar a capacidade antitumoral e 0 mecanismo de

acao celular desses dos complexos de cobre avaliados nesse trabalho.
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