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Resumo

O complexo ternario de Cobre(Il), 1,10-fenantrolina e doxiciclina [Cu(dox)(phen)]**, desenvolvido
como um candidato a droga antitumoral, mostrou alta citotoxicidade e atividade de clivagem do DNA
por mecanismo oxidativo e intercalagdo a molécula, sugerindo estudos que auxiliem na melhor
compreensao de seu mecanismo de acdo. Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi investigar
sua atividade citotoxica e potencial genotoxico em células tumorais e ndo-tumorais cultivadas in vitro
e sua atividade antitumoral in vivo utilizando camundongos BALB/C inoculados com as linhagens
celulares de sarcoma 180 e tumor de Ehrlich, bem como avaliar os efeitos mutagénicos e
recombinogénicos do [Cu(dox)(phen)]*" utilizando o teste para detec¢do de mutagdo e recombinagio
somatica (SMART) em Drosophila melanogaster. O coeficiente de parti¢do de [Cu(dox)(phen)]** foi
determinado em sistema agua octanol em pH 7,4. A avaliacdo da citotoxicidade foi realizada usando
o ensaio de resazurina em trés linhagens de células tumorigénicas (sarcoma TG180, sarcoma S180 e
melanoma B16F10) e uma linhagem nao tumorigénica (macréfagos RAW 264.7) em diferentes
concentragoes. A atividade genotdxica foi avaliada pelo Teste de Microntucleo in vitro nas
concentragoes de 1; 0,25; 0,1; e 0,05uM. O teste de atividade antitumoral in vivo foi realizado
utilizando sarcoma S180 nas concentragdes de 5, 10 e 15 mg/Kg de animal e foi determinado o tempo
de sobrevivéncia e alteragdes no peso de camundongos usando um modelo de tumor ascitico de
Ehrlich nas concentragdes de 1 e 8mg/Kg de animal. O teste SMART foi realizado com larvas de 72h
nos cruzamentos padrio e de alta bioativacdo em trés concentra¢des de [Cu(dox)(phen)]** (6,92;
13,84 ou 27,6mM). Foram analisados individuos trans-heterozigotos marcados e heterozigotos
balanceados para determinar os eventos mutacionais e recombinogénicos ocorridos nas células. Os
resultados obtidos em linhagens celulares mantidas in vitro indicaram que o composto apresenta
moderado potencial citotoxico, com inibicdo de crescimento celular seletiva para células tumorais,
especialmente B16F10. Seu mecanismo de agdo principal parece ser por meio da geragdo de EROs.
[Cu(dox)(phen)]*" reduziu significativamente o tamanho do tumor implantado no modelo animal,
sugerindo grande potencial antitumoral. [Cu(dox)(phen)]?* ¢ seletivamente citotoxico para BI6F10 e
mostrou elevado potencial quimioterapico in vivo contra sarcoma S180 e tumor ascitico de Ehrlich.
Em relagdo aos efeitos mutagénicos e recombinogénicos foi verificado que [Cu(dox)(phen)]*
aumentou significativamente as frequéncias de células mutantes em ambos os cruzamentos de D.
melanogaster, principalmente por recombinagio. Esses dados mostram que [Cu(dox)(phen)]*" é um
agente recombinogénico direto, independente da bioativagdo. Os resultados obtidos indicam que
[Cu(dox)(phen)]** é um candidato promissor para o desenvolvimento de novas drogas
quimioterapicas, uma vez que apresentou comportamento seletivo para células tumorais e possui

seletividade satisfatoria para atravessar a membrana e chegar ao DNA, seu principal alvo de acao.

Palavras chave: Complexo ternario de Cobre(ll); recombinacio, mutacdo, Drosophila

melanogaster, atividade antitumoral; citotoxicidade; genotoxicidade; melanoma; sarcoma.



Abstract

The ternary complex of Copper(Il), 1,10-phenanthroline and doxycycline [Cu(dox)(phen)]*",
developed as a candidate for the antitumoral drug, showed high cytotoxicity and DNA cleavage
activity by oxidative mechanism and interleaving to the molecule, suggesting studies that help to
better understand its mechanism of action. In this context, the aim of the present study was to
investigate its cytotoxic activity and genotoxic potential in tumor and non-tumor cells cultured in
vitro and its antitumoral activity in vivo using BALB/C mice inoculated with the cell lines of sarcoma
180 and Ehrlich's tumour, as well as evaluating the mutagenic and recombinogenic effects of
[Cu(dox)(phen)]*" using the somatic mutation and recombination test (SMART) on Drosophila
melanogaster. The partition coefficient of [Cu(dox)(phen)]** was determined in octanol water at pH
7.4. Cytotoxicity was assessed using the resazurin test on three lines of tumorigenic cells (sarcoma
TG180, sarcoma S180 and melanoma B16F10) and a non-tumogenic lineage (macrophages RAW
264.7) in different concentrations. Genotoxic activity was evaluated by in vitro Micronucleus Test at
concentrations of 1; 0.25; 0.1; and 0.05uM. The in vivo antitumoral activity test was performed using
sarcoma S180 at concentrations of 5, 10 and 15 mg/Kg of animal and the survival time and changes
in weight of mice were determined using an Ehrlich ascitic tumor model at concentrations of 1 and 8
mg/Kg of animal. The SMART test was performed with 72h larvae at standard and high bioactivation
crossings at three concentrations of [Cu(dox)(phen)]*" (6.92; 13.84 or 27.6mM). Marked trans-
heterozygous and balanced heterozygous individuals were analyzed to determine the mutational and
recombinogenic events that occurred in the cells. The results obtained from cell lines maintained in
vitro indicated that the compound presents moderate cytotoxic potential, with selective cell growth
inhibition for tumor cells, especially BI6F10. Its main mechanism of action seems to be through the
generation of EROs. [Cu(dox)(phen)]?* significantly reduced the size of the tumor implanted in the
animal model, suggesting great antitumor potential. [Cu(dox)(phen)]?" is selectively cytotoxic to
B16F10 and showed high in vivo chemotherapy potential against S180 sarcoma and Ehrlich's ascitic
tumor. Regarding the mutagenic and recombinogenic effects it was verified that [Cu(dox)(phen)]**
significantly increased the frequencies of mutant cells in both crossings of D. melanogaster, mainly
by recombination. These data show that [Cu(dox)(phen)]* is a direct recombinogenic agent,
independent of bioactivation. The results obtained indicate that [Cu(dox)(phen)]** is a promising
candidate for the development of new chemotherapeutic drugs, once it has shown selective behavior
for tumor cells and has satisfactory selectivity to cross the membrane and reach the DNA, its main
target of action.

Key words: Copper(Il) ternary complex; recombination, mutation, Drosophila melanogaster,

antitumor activity; cytotoxicity; genotoxicity; melanoma; sarcoma.



1. Introducio

1.1 Genética e Cancer

Mundialmente, na ultima década, ocorreram cerca de 14,1 milhdes de casos
novos de cancer e cerca de 8,2 milhdes de 6Obitos. Sendo observadas maiores taxas de
incidéncia em paises desenvolvidos, predominando os canceres associados a urbanizacao e
ao desenvolvimento (pulmao, prostata, mama feminina, colon e reto), nos paises de baixo e
médio desenvolvimentos, ainda ¢ alta a ocorréncia de tipos de cancer associados a infecg¢des
(colo do utero, estomago, esofago, figado), sendo que taxas intermediarias foram observadas
nas Américas do Sul e Central, Leste da Europa e Sudeste Asiatico e menores taxas em
grande parte da Africa do Sul e Oeste da Asia, além disso, a mortalidade representa quase
80% dos 6bitos de cancer no mundo (FERLAY et al., 2015).

Os canceres que apresentaram maior incidéncia foram os de pulmio, mama,
colorretal, prostata e de estdmago, sendo que globalmente, cerca de uma em cada seis mortes
estdo relacionadas a doenga (WHO, 2018). No Brasil, em 2017, houve aproximadamente
222 mil mortes em decorréncias das neoplasias, tornando o cancer a segunda causa de morte
ficando atras apenas dos 6bitos causados por doengas do aparelho circulatorio (INCA, 2018).

O cancer designa uma sindrome com mais de uma centena de diferentes
doencas que, segundo Hanahan e Weinberg (2015), tém seu surgimento ocasionado por
alteragdes fundamentais na fisiologia celular, que contribuem, em conjunto, para a
tumorigénese. O termo cancer, deriva da palavra grega carcinoma (karkinos: crustaceo,
caranguejo), foi usado pela primeira vez por Galeno (138 a 201 d.C.) para indicar uma
neoplasia maligna da mama no qual as veias superficiais do O6rgdo eram tlrgidas e
ramificadas, lembrando as patas de um caranguejo (BRASILEIRO FILHO., 2013).

De acordo com o comportamento biologico, as células tumorais podem ser
classificadas em: (i) Neoplasias benignas, que apresentam limites quanto a expansdo,
velocidade e crescimento, e os efeitos sdo menos agressivos ao homem; e (ii) Neoplasias
malignas, que podem ser excessivamente agressivas, invadindo rapidamente 6rgaos e tecidos
vizinhos, e formando metastases (INCA., 2012).

Uma forma de classificagao dos canceres se refere aos tipos teciduais e celulares
que descendem. Desta forma, os tumores malignos derivados de células e tecidos
mesenquimais sao chamados de sarcomas (D’ANGELO et al., 2014), aqueles derivados de
de células epiteliais sao os carcinomas (CARVALHO., 2010), e aqueles que surgem a partir

de leucocitos ou células hematopoiéticas sdo chamados de leucemias e linfomas (ALBERTS



et al., 2017). Quanto aos tumores benignos, os adenomas sugem em glandulas, lipomas tém
sua origem no tecido adiposo e os miomas que surgem no tecido muscular liso (INCA, 2018).

Hanahan e Weinberg (2015) citam que durante a oncogénese as células adquirem
dez capacidades biologicas, conhecidas como “Hallmarks of Cancer”. A figura 1 mostra tais
capacidades: (1) sinalizacdo proliferativa constante nas células cancerosas, (2) evasao de
supressores de crescimento, (3) resisténcia a morte celular, (4) escape do sistema
imunoldgico, (5) imortalidade replicativa, (6) inducdo da angiogénese, (7) ativagdo de
invasdo e metdstase, (8) reprogramacdo do metabolismo energético, (9) inducdo de

inflamacao e (10) instabilidade gendmica (HANAHAN; WEINBERG, 2015).

Sustentagdo da Evasdo de supressores
sinalizagdo proliferativa de crescimento

Reprogramagao do Evasdo da destruigdo

metabolismo energético imune
Resisténcia 8 morte Imortalidade
ceular programada replicativa

Instabilidade Inflamagdo promovida
gendmica pelo tumor
Indugio de angiogénese Ativacdo de invasdoe
metastase

Figura 1 — “Hallmarks of Cancer” ou caracteristicas do cancer (Fonte: adaptado de

HANAHAN; WEINBERG, 2015).
De acordo com a GLOBOCAN 2012, existe uma transi¢do demografica e

epidemioldgica em relagdo ao cancer, uma vez que 56,8% dos casos e 64,9% das mortes
ocorreram em paises de média e baixa renda (FERLAY et al., 2015). Na populagao
brasileira, o cancer mais incidente é o de pele, com 182 mil novos casos, seguido pelos
canceres de prostata (61 mil), mama feminina (58 mil), colorretal (34 mil), pulmao (28 mil),
estdmago (20 mil) e colo do utero (16 mil) (INCA, 2016).

O melanoma ¢ resultante de uma desordem nos melanodcitos e acomete
predominantemente adultos de pele branca. Este € o tipo de cancer mais frequente no Brasil
correspondendo a 30% da totalidade dos tumores malignos diagnosticados e possuindo
elevada possibilidade de metastase (INCA., 2018).

Geralmente, melanomas desenvolvem-se como proliferagdes intraepidérmicas de

melandcitos neoplasicos que podem se isolar na epiderme ou derme (SIEGEL et al., 2017).



Neste estagio, o melanoma apresenta alta taxa de cura por meio de cirurgia adequada. As
caracteristicas do desenvolvimento bioldgico do melanoma surgem de maneira lenta, mas
com elevada proliferacao celular na epiderme neoplasica, podendo migrar para as papilas
dérmicas (OCANHA-XAVIER et al., 2018). Nodulos podem ser formados nos estagios
avancados e infiltrar-se na derme reticular atingindo a hipoderme (CHEROBIN et al., 2018).
Dessa forma, as lesdes podem gerar metastase e seu prognostico esta diretamente relacionado

com a profundidade da invasdo (SANTOS e SOUZA., 2019).

1.2 Mutacdes e reparo do DNA

Uma mutagdo ocorre quando os genes sofrem alteragdes e mudam do alelo
normal para um com funcionamento inadequado, sendo que, quando surge sem causa
conhecida, recebe o nome de mutagdo espontanea, mas quando as células sdo expostas a
agentes mutagé€nicos quimicos, fisicos ou bioldgicos recebe o nome de mutagdo induzida
(SNUSTAD-SIMMONS., 2017).

Os agentes mutagénicos tém potencial para induzir cancer e sdo normalmente
encontrados no meio ambiente nas formas de radia¢des ionizantes, luz solar, agentes
biolégicos, agentes quimicos de naturezas diversas, dentre outros (ARAUJO., 2008). Tais
alteracdes genéticas, podem ser ocasionadas por metabolitos reativos enddgenos, drogas
terapéuticas e/ou mutidgenos que interagem com o DNA ou com algumas proteinas
envolvidas na divisdo celular, alterando seu funcionamento normal (RESENDE., 2007).

Uma forma muito comum de lesdo do DNA, além das mutagdes, ¢ a quebra de
fita dupla, onde ocorre ruptura das ligacdes fosfodiéster em ambas as fitas, culminando na
separacdo da mesma, a principal causa patoldgica das quebras de fita duplas inclui a
replicagdo através de um corte, o que ocasiona quebras nas cromatides durante o processo
de divisdo celular, as demias causas sdao Espécies Reativas de Oxigénio, radiacdes ionizantes
no meio ambiente e falhas nas enzimas da maquinaria replicativa do DNA (LIEBER., 2010).

Trés familias de genes sdo essenciais no controle dos eventos relacionados ao
ciclo celular, os proto-oncogenes, que estimulam a divisao celular e os supressores tumorais
que a inibem e os genes de reparo, responsaveis por reconhecer alteragdes no DNA e ativar
seu reparo. Quando mutados, estes genes figuram a indugdo e proliferagdo celular
descontrolada, que sdo caracteristicas das neoplasias malignas (ALBERTS, 2017).

Proto-oncogenes mutantes passam a ser denominados oncogenes e possuem agao
carcinogénica por induzirem constantemente a divisdo celular. Esta estimulagdo excessiva
se deve ao fato dos oncogenes expressarem excessivamente suas proteinas estimuladoras de

crescimento ou por expressarem-nas em uma forma mais ativa. Os supressores de tumor, ao



contrario, estimulam o desenvolvimento do cancer quando as mutacdes os desligam,
perdendo sua a¢do e impedindo a ativacdo dos controles intrinsecos de crescimento celular
(RIVOIRE et al., 2006).

Durante o processo replicativo do DNA, erros na inser¢do das bases podem
ocorrer, gerando novas mutacdes; para que tais mutacdes nao se perpetuem, as células
desenvolveram mecanismos de reparo do DNA, responsaveis por corrigir tais erros. O reparo
do DNA ¢ essencial para a integridade do material genético ser conservada sem a
interferéncia de mutagdes prejudiciais. Porém, diante de alteracdes frequentes e um sistema
de reparo ineficaz no reparo de tais danos, essas mutagdes se acumulam e, por consequéncia,
levam a um processo carcinogénico (ALBERTS, 2017).

Virios sdo os mecanismos de reparo do DNA em eucariotos, dentre eles podemos
citar os sistemas de reparo por excisao de base, onde bases anormais ou quimicamente
modificadas sdo removidas do DNA e as vias de reparo por excisdo de nucleotidios que
removem defeitos maiores como dimeros de timina. Este processo ocorre em pelo menos
trés etapas, (1) uma endonuclease de reparo do DNA ou um complexo enzimatico que contém
endonuclease reconhece e liga-se a(s) base(s) lesada(s) no DNA, fazendo sua excisdo, (ii)
uma DNA polimerase preenche o espago usando como molde o filamento complementar de
DNA nao lesado e (iii) a enzima DNA ligase solda a quebra deixada pela DNA polimerase
e completa o processo de reparo (SNUSTAD-SIMMONS., 2017).

Outro mecanismo de reparo de DNA extremamente importante aos eucariotos ¢
0 mecanismo de reparo por recombinagdo homoéloga que envolve um cromossomo
danificado e uma molécula de DNA integra que ¢ utilizada como molde para o reparo. O
reparo por esta via requer proximidade fisica entre as sequéncias homodlogas para permitir o
emparelhamento de base de uma cadeia de DNA de uma extremidade do cromossomo
quebrado com DNA complementar de uma sequéncia homoéloga de doadores homdlogos nao
danificada. (RENKAWITZ, LADEMANN ¢ JENTSCH, 2014).

As primeiras etapas do reparo por recombinacao homoéloga sdo a ligagao das
extremidades quebradas por proteinas e enzimas especializadas, o aparo das extremidades 5’
por uma endonuclease e o revestimento dessas regides com proteinas Rad51. Em seguida o
filamento de DNA-Rad51 busca a cromatide-irmda ndo danificada para a sequéncia
complementar que sera utilizada como molde para a sintese de DNA. A extremidade 3’ do
filamento danificado desloca uma das croméatides-irmas ndo danificada, que forma uma alga
D e inicia a sintese de DNA a partir de sua extremidade 3’ livre.

Diversos testes com diferentes substancias tém sido realizados objetivando

identificar uma possivel interagdao entre compostos quimicos e proteicos que desencadeiem



a diminui¢ao ou o reparo dos danos que culminam ou aceleram a transformagao celular
(PINTO e CRUM, 2002). Muitos medicamentos anticancer usados atualmente sdo produtos
naturais, derivados de produtos naturais, ou sintéticos. Dentre o grupo dos sintéticos, os
complexos metélicos tém alcangado notoriedade no meio cientifico como fortes candidatos

a se tornarem novas drogas quimioterapicas (PATEL; TANNOCK, 2009).

1.3 Quimioterapia e complexos metalicos como agentes quimioterapicos

Na ultima década, os principais tipos de tratamentos para o cancer tém sido a
radioterapia, a cirurgia, a bioterapia e a quimioterapia. Sendo que, na maioria das vezes, €
necessaria a combinac¢do de duas ou mais técnicas, com a finalidade de curar, prevenir ou
melhorar a qualidade de vida do paciente.

A radioterapia ¢ um tipo de tratamento que pode possuir fungdes curativas, paliativas
ou adjuvantes, este tratamento irradia areas especificas do organismo e seus métodos
variam de acordo o tipo, localizacao, estagio do cancer e a saude do paciente (INCA, 2012).
A cirurgia ¢ um tratamento local-especifico para remocdo de tumores sélidos sendo
indicada para diagnostico, profilaxia, reconstrucdo, inser¢do de dispositivos terapéuticos
ou de suporte, entre outros. A bioterapia visa a redugao dos efeitos colaterais provocados
por outras terapias antineopldsicas ou combater o cancer a partir de uma modificagao da
resposta imunologica (BAXEVANIS; PEREZ; PAPAMICHAIL, 2009).

Dentre os diferentes tratamentos antineoplasicos, a quimioterapia se revela como a
principal opc¢do utilizada e, apesar da grande evolu¢do dos conhecimentos sobre
substancias, protocolos e associagdes, as drogas quimioterdpicas ainda sdo as mais toxicas
ao organismo dos pacientes. Tais medicamentos sdo potentes indutores de lesdes estruturais
e alteragdes bioquimicas e podem ser um fator limitante ao tratamento (LACERDA, 2001).

O tratamento quimioterdpico ¢ chamado de sistémico quando aplicado
endovenosamente, ou regional, quando instalada dentro de fluidos organicos especificos. Os
quimioterapicos atuam, em geral, por meio de mecanismos citotoxicos, induzindo a morte
celular por apoptose ou diminuindo o indice mitdtico das células (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2010).

A quimioterapia deve ser capaz de levar cura ou mesmo controlar o cancer, para se
proporcionar aumento na expectativa de vida do paciente, representando assim, um
significativo avango na ciéncia oncoldgica. Um dos motivos a ser creditado este avango esta
no grande e ainda crescente nimero de estudos a respeito de substancias quimicas com

potencial atividade antineopléasica (FONTES, et al., 2005).



As classes de agentes antineoplasicos podem ser classificados também de acordo com
seu mecanismo de acdo e as mais utilizadas sdo: agentes alquilantes, antimetabolitos, os
antibidticos e os inibidores mitoticos (REDDY E COUVREUR, 2010).

Os agentes alquilantes apresentam efeito citotoxico relacionado a indugdo de ligagao
covalente ao DNA por alquilagcdo. Quando se ligam, os agentes alquilantes impedem que os
filamentos do DNA se separem e, consequentemente, impedem a replicagdo. Algumas das
drogas existentes nessa classe sdo as mostardas nitrogenadas e as nitrossuré¢ias (HARDMAN
E LIMBIRD, 2005).

Os antimetabolitos sdo desenvolvidos de maneira que seu mecanismo de atuacdo seja
voltado para as diferengas metabdlicas quantitativas de células tumorais, em comparagao
com as cé€lulas normais. Eles sdo restritos a fase S do ciclo celular e atuam inibindo
bioquimicamente a sintese do DNA. Dentre outros componentes da sintese do DNA, a
inibi¢do pode ser direcionada as purinas, no caso da 6-mercaptopurina; e a producao de acido
timidilico, com o 5-fluoruracil e o metotrexato (OLIVEIRA E ALVES, 2002).

Para se alcangar os resultados desejados, drogas de diferentes classes sao usadas em
combinagdo, para que as neoplasias sejam atacadas por diferentes mecanismos de agdo.
Assim, além de induzir resposta celular mais satisfatoria, a combinagao de dois agentes pode
gerar menos efeitos colaterais (BONASSA e SANTANA, 2005).

O tipo de quimioterapia antineoplasica ¢ definido levando-se em conta o objetivo do
tratamento quimioterapico, sendo dita “adjuvante” quando ministrada apos a retirada tumoral
completa ou apds radioterapia curativa e na auséncia de metastases detectaveis. A
quimimioterapia “neoadjuvante” ¢ indicada antes da cirurgia ou radioterapia, objetiva a
redugdo do risco de metéstases ou promogao da redugao de tumores possiveis de tratamento
locorregional (REDDY e COUVREUR., 2010).

“Curativa” ¢ a quimioterapia indicada com finalidade de cura; “paliativa” ¢ dita
quando visa o controle de sintomas ndo repercutindo na sobrevida dos pacientes. Pode ser
empregada para "controle temporario da doencga", indicada em casos especificos, como sao
o cancer de ovario, o melanoma multiplo e as leucemias cronicas, que se mantém sob
controle durante até anos, quando tratados, mesmo que haja recaida posteriormente
(BAXEVANIS; PEREZ; PAPAMICHAIL., 2009).

De acordo com Silva et al (2017), a cura do cancer somente ¢ alcangada quando toda
a populacao de células neoplasicas foi eliminada, aplicando-se o conceito de “morte celular
total”. Assim, uma estratégia visando aumentar a sua eficacia, a poliquimioterapia, vem

sendo adotada como forma de tratamento objetivando a total erradicagdo da neoplasia.



A poliquimioterapia tem sido amplamente empregada e apresenta alta atividade
citotoxica nas c€lulas cancerosas dentro da faixa de toxicidade que ¢ tolerada pelo paciente
na dosagem recomendada. Além disso, tem proporcionado maior interagdo com células alvo
dos tratamentos e podem adicionalmente diminuir ou retardar a resisténcia celular aos
farmacos (KATZUNG et al., 2014).

Os quimioterapicos antineoplasicos podem ser organicos, como o taxol e a vimblastina
ou inorganicos, como a cisplatina, que ¢ um dos farmacos mais utilizados na terapia
antineoplésica desde 1978 quando foi aprovada para uso clinico pela Administragdo de
alimentos e medicamentos dos Estados Unidos (FDA). A cisplatina ¢ utilizada em cerca de
50% dos tratamentos quimioterapicos, incluindo cancer de bexiga, cabega, pescoco, pulmao,
ovario e testiculo. E eficaz contra vérios tipos de cancer, como carcinomas, linfomas e
sarcomas (WEAVER, 2014; CHEFF, HALL, 2017).

Dentre os quimioterapicos inorganicos encontram-se os complexos metalicos, que
quando comparados aos compostos organicos, possuem vantagens para se desenvolver novos
farmacos, dentre estas destacam-se as caracteristicas intrinsecas aos centros metalicos, como
o estado de oxidagdo; e as inimeras possibilidades de sintese de compostos com diferentes
propriedades cinéticas, termodindmicas e eletromagnéticas, dependendo da polaridade e
reatividade dos ligantes. O estudo dessas propriedades possibilita a obtengdo de
quimioterapicos de menor toxicidade e com espectro de atuagdo antitumoral mais amplo
(FREZZA et al., 2010).

Complexos metalicos podem interagir com o DNA por meio de fatores reversiveis ou
irreversiveis, como: substituicdo nucleofilica, interferéncia nos processos de replicagdo e
transcrigdo, alteracdes estruturais (geradas pela formagcdo de adutos no DNA),
cooperatividade negativa (como na intercalagdo dos complexos entre dois pares de bases
adjacentes causando um desenrolamento local da hélice dupla e sua distor¢ao), ou mesmo a
clivagem da molécula (ZHANG e LIPPARD, 2003; NAKAMOTO et al., 2008).

Complexos metalicos ndo interagem apenas com o DNA, mas também podem se ligar
a outras moléculas alvo como o RNA e as proteinas. As interagdes com proteinas podem
ocorrer por meio de varios mecanismos, por exemplo, inibindo topoisomerase II,
prejudicando, assim, a replicagdo do DNA (LARSEN et al., 2003). Seus centros metalicos
sdo carregados positivamente, e geralmente, compostos de coordenagdo podem promover
ligacdo com biomoléculas negativamente carregadas, como o DNA, permitindo que os
acidos nucleicos sejam alvos potenciais (TUREL e KLJUN, 2011).

A estrutura do DNA permite que tais interagdes ocorram de forma covalente, por meio

da ligacdo direta do complexo ao DNA por suas bases nitrogenadas ou pelo grupo fosfato. A



ligacdo ndo covalente também pode ocorrer por meio de interagdes eletrostaticas, interagdes
hidrofobicas no sulco menor da molécula, ou mesmo por meio da intercalacao (KEENE, et
al., 2009).

A descoberta da acao antitumoral da cisplatina (cis-[Pt(I) (NH3)2 Cl2]([PtCL (NHz3)2])
foi pioneira na ampliacdo dos estudos sobre as aplicagdes dos complexos metalicos. O
potencial terapéutico mostrado por tais complexos possibilitou desenvolver novas linhas de
pesquisa, que elucidaram o seu comportamento no interior do organismo e mecanismos de
acdo. Muitos compostos baseados em platina e em outros metais encontram-se na fase de
estudos clinicos, para serem utilizados na quimioterapia (FONTES, et al., 2005). Em virtude
do sucesso obtido pela Cisplatina ao tratar pacientes com diferentes tipos de cancer, outros
compostos anticancerigenos eficazes baseados em metais foram desenvolvidos (FLOREA e
BUSSELBERG, 2011).

O mecanismo de atuagdo da cisplatina envolve etapas consecutivas de hidrolise, onde
ha a substituicdo dos ligantes cloretos e interagdo com acidos nucleicos ou proteinas devido
a afinidade de seus metabolitos por nitrogénio e enxofre. Atualmente, sabe-se que o alvo
principal ¢ o DNA e a conclusdo da reacdo antitumoral se da pela formacao de adutos que
inibem a transcri¢do e replicagdo dessa molécula, levando a morte celular. (FONTES;
CESAR; BERALDO, 2005).

A Cisplatina demonstrou grande eficacia no tratamento anticincer, entretanto, os
metalofarmacos possuem limitagdes e efeitos colaterais semelhantes aos de outros farmacos,
incluindo, a resisténcia celular, nefrotoxicidade, neurotoxicidade, nduseas e vomitos. Apesar
disso, sdo mais vantajosos que os compostos organicos conhecidos, devido a seu estado de
oxidagdo, numero e geometrias de coordenagdo, aos proprios ligantes, polaridade e
reatividade que permitem projetar e sintetizar uma gama de compostos com variagoes de
carga, das propriedades cinéticas e termodinamicas (FREZZA et al., 2010; RONCONI e
SADLER, 2007).

Dentre as drogas baseadas em metais nao platina, os complexos de cobre(Il) tem
recebido ateng¢do significativa pelo fato de ser um metal essencial e portanto, menos toxico
(WEHBE et al, 2017; CROSS et al, 2018). Segundo a literatura, alguns complexos de Cu(II)
estdo entre as mais potentes substincias para clivar o DNA, além de possuirem grande

potencial inibitdrio do crescimento celular (SILVA et al., 2011).

14 Complexos cupricos como agentes quimioterapicos

O cobre ¢ um micronutriente metalico importante para a fisiologia celular, participando



em varios processos biologicos, incluindo a composicao estrutural de proteinas e geragao de
espécies reativas de oxigénio (EROS), por meio de reagdes de oxi- redugdo (TISATO et al.,
2010). Além disso, € capaz de se ligar e clivar a dupla fita do DNA sob condigdes fisioldgicas
por duas vias diferentes: oxidativa (POGOZELSKI e TULLIUS, 1998) e hidrolitica (ROSSI
et al., 2005; REY et al., 2009).

Estudos tém mostrado a relacao entre a ativacao e ligacdo dos reguladores-chave da
angiogénese e o excesso de cobre, de modo que em certos tipos de tumores ¢ detectado altos
niveis deste metal (GOODMAN et al., 2004; HASSOUNEH et al., 2007). Contudo, também
apresenta atividade antitumoral a inibi¢do do proteassoma, indugdo da apoptose € ao seu
mecanismo oxidativo, por meio da geragdo de EROS (XIAO et al., 2011).

Com base em estudos realizados com cobre, foi constatado que seus derivados nao
interagem covalentemente com o DNA, promovendo apenas interagdes do tipo eletrostatica,
intercalacdo e ligacdo ao sulco maior ou menor do DNA, na maioria dos casos, o metal
apresentou a¢do de modificador inorganico da estrutura organica da molécula bioativa e os
ligantes conferiram afinidade e especificidade ao DNA. Diante disso, foi conferida especial
aten¢do aos complexos de cobre(Il) com a inclusdo de ligantes doadores de Nitrogénio, por
apresentarem elevada capacidade de interacdo com o DNA e eficacia antitumoral in vitro
(SANTINI, 2014).

Compostos cupricos, em particular, complexos de Cu(Il), apresentam importante
interesse farmacologico, pois apresentam efeitos anti-inflamatorio, anti-ulceroso, anti-
convulsionante e at¢ mesmo atividade anti- tumoral (CERCHIARO e COSTA-FERREIRA,
2006). Algumas das causas da deficiéncia deste elemento sdo baixo armazenamento no
nascimento, dieta inadequada, baixa absor¢@o ou patoldgica, como a Doenca de Menke, que
¢ hereditéria e afeta os niveis de cobre no organismo (de BIE et al., 2007). Sua falta pode
provocar anomalias 0sseas, por inibi¢ao da producao de enzimas envolvidas na estrutura de
colageno, afeta a estabilidade e quantidade de colageno, comprometendo crescimento e
qualidade dos pelos, além de neutropenia (SANTINI, 2014).

O excesso do metal também ¢ prejudicial, se mostrando extremamente toxico para o
organismo (BREWER, 2010). A chamada Doenca de Wilson, uma doen¢a hereditaria
autossOmica recessiva, promove acimulo de cobre nos tecidos, principalmente no cérebro e
figado acarretando sintomas neuropsiquiatricos e desordens hepaticas. Doengas como
encefalia espongiforme e mal de Alzheimer também estdo diretamente ligadas a proteinas
que possuem sitios de Cu(Il) em sua estrutura (VILES, et al., 1999; LEGNAME, et al.,
2002).



As configuragdes distorcidas (tetraédrica, quadrado piramidal e quadrado planar) em
torno do centro metélico representam a configuracao estrutural mais comum em complexos
de Cu(Il). Estas geometrias facilitam, por exemplo, a rapida transferéncia de elétrons, ja que
ndo requerem mudangas estruturais significativas, ao se variar o estado de oxidacao do metal
durante a realizagdo de processos observados em proteinas azuis (HATHAWAY;
TOMLINSON, 1970).

Por ter capacidade de interagir com o DNA e ser intrinsecamente importante para as
células, o cobre tem sido alvo de estudos buscando explorar e caracterizar suas propriedades
fisicas, quimicas e biologicas, (SILVA et al., 2011). Estratégias tém sido testadas para
desenvolver compostos metalicos eficazes contra células tumorais de forma que, por serem
capazes de gerar radicais livres, os complexos de cobre com diferentes ligantes sdao
considerados drogas pro-apoptoticas. As moléculas associadas ao cobre podem ser naturais,
sintéticas ou semi-sintéticas e, frequentemente, melhoram sua atividade antitumoral
(FILOMENI et al., 2007; PRAVIN et al., 2017).

A possivel aplicacdo de complexos de cobre como quimioterdpicos tem despertado
grande interesse, principalmente os complexos de cobre que contém ligantes N, N-doadores,
por serem reconhecidos como nucleases sintéticas facilitadoras do processo de intercalagao
ao DNA (CHEN, SIGMAN, 1986; GALLAGHER et al., 1996). Um exemplo ¢ o complexo
[Cu(phen)2]” que ¢ capaz de clivar o DNA, a partir da ligacdo de sua espécie reduzida a
por¢do do sulco menor do DNA e, quando combinado com o oxigénio molecular, induz a
cisdo da cadeia por oxida¢do do esqueleto pentose, inibindo o crescimento tumoral (SILVA
etal, 2011; ZHANG et al., 2012).

Zhang et al., (2012) demonstraram que a presen¢a do ligante 1,10-fenantrolina nos
complexos metalicos, pode aumentar sua taxa de entrada nas células tumorais e induzir o
processo de apoptose por meio da inibi¢ao da atividade do proteassoma. Assim os complexos
contendo 1,10-fenantrolina podem ser bons agentes antitumorais, além de atuarem no
sistema de clivagem do DNA.

Outra classe promissora sdo as Casiopeinas®, que sio uma mistura de complexos
ternarios de cobre(Il) contendo ligantes N,N-doadores (1,10-fenantrolina, 2,2-bipiridina e
seus derivados) e ligantes do tipo N, O- ou O,O-doadores, tais como aminoacidos, peptideos,
acetilacetonato ou salicilaldeidato (BRAVO-GOMEZ et al., 2013). Estes complexos
possuem atividade citostatica, citotoxica e anti-neoplasica com resultados promissores como
drogas antitumorais (RUIZ-AZUARA, BRAVO-GOMEZ., 2010; KACHADOURIAN et al.,
2010). Estudos realizados com Casiopeinas® confirmaram que estas clivam o DNA por meio

de radicais livres, além de também induzirem fortes mudangas estruturais na tubulina,
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integrina e fibronectina (BECCO, 2012).

Compostos ternarios com estrutura de Cu(Il)-(antib)-(phen), onde "antib" significa
antibiotico e "phen" ¢ o ligante 1,10-fenantrolina, sdo também estudados por suas atividades
antineoplasicas (BORTOLOTTO et al., 2011). Varios complexos de cobre contendo ligantes
N,N-doadores, como a 1,10-fenantrolina e seus derivados, j& mostraram expressiva atividade
nucleasica (FANTONI et al., 2018). Ha evidéncias que suportam a ligagdo ndo-covalente de
complexos de cobre associados a 1,10-fenantrolina ao sulco menor do DNA. Esses
complexos tém atividade nucledsica contra o DNA de cadeia dupla, inibindo, assim, o
crescimento celular (MARZANO et al., 2009; TISATO et al., 2010).

O complexo metéalico [Cu (1,10-fenantrolina)]** foi considerado um agente de
interagdo com o sulco menor do DNA, apés redugdo in situ a [Cu (1,10 fenantrolina),]*. A
complexagdo da fenantrolina com o cobre possibilitou a ocorréncia de uma eficiente
atividade nucleofilica. Ao interagir com o sulco menor, esse composto pdde se ligar ao
oxigénio molecular resultando em um mecanismo de clivagem oxidativa (POLICARPI,
2011).

Para reforcar a importancia de complexos de cobre (II), as tetraciclinas provocam
quebras na fita simples e de fita dupla do DNA em concentracdes micromolares em
combinagcdo com o cobre (II) (BUSCHFORT e WITTE, 1994). O composto do tipo
tetraciclina mais utilizado ¢ a doxiciclina (DOX). As tetraciclinas inibem a sintese proteica,
impedindo a ligagdo do RNA transportador (RNAt) ao sitio aminoacil do ribossomo
(SAIKALI e SINGH, 2003). Por isso, a DOX foi avaliada no tratamento quimioterapico e
demonstrou induzir apoptose, sozinha ou combinada com um agente antitumoral conhecido
(FOROODI e DUIVENVOORDEN, 2009).

Os quimioterapicos da atualidade tém apresentado o uso de antibidticos que interagem
com o DNA. Nesse contexto, a doxiciclina possui vantagens como espectro de atuacdo mais
amplo, baixo custo e baixa toxicidade. Seu principal mecanismo antimicrobiano ¢ a inibi¢ao
da sintese de proteinas. Ainda, a doxicilina possui diversos sitios de ligacdo a metais, o que
amplia suas atividades farmacoldgicas conforme o composto de coordenacdo resultante
dessa ligagdo (SILVA et al., 2010).

Bortolotto e colaboradores (2011) exploraram o potencial antitumoral baseado na
atividade de clivagem do DNA de dois complexos ternarios de cobre(Il) com doxiciclina e
tetraciclina: o [Cu(dox)(phen)]>" (CDP) e [Cu(tc)(phen)]*" (dox= doxiciclina, tc=
tetraciclina, e phen= 1,10-fenantrolina). Em um estudo prévio conduzido por este grupo,
ambos os complexos, especialmente o CDP, exibiram alta citotoxicidade contra a linhagem

de células tumorais K562 e expressiva clivagem de DNA plasmidial, mesmo na auséncia de
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agentes adicionais. A partir destes estudos, foi relatado um dos maiores potenciais de
fragmentacao do DNA e ensaios de espectroscopia de dicroismo circular mostraram que o
composto altera a estrutura secundaria do DNA, principalmente em relagdo ao empilhamento
de bases nitrogenadas.

Sintetizado por Silva et al. (2011), o complexo metalico [Cu(dox)(phen)]**, possui
geometria tetragonal distorcida ao redor do cobre. Por sua vez, o cobre esta rodeado por dois
ligantes bidentados (1,10-fenantrolina e doxiciclina), uma molécula de agua e um ion
perclorato (Figura 2). A ligagdo desse novo complexo ao DNA acontece principalmente pelo
sulco maior. Mediante essa ligacdo, a clivagem da molécula de DNA pode ocorrer através
de um mecanismo oxidativo que gera EROs.

Neste contexto, o presente trabalho se propds a avaliar a atividade citotoxica e
antitumoral do [Cu(dox)(phen)]**, bem como sua seletividade para células tumorais, além de
avaliar o potencial genotdxico, mutagénico e recombinogénico do [Cu(dox)(phen)]**,
utilizando o ensaio de micronucleo in vitro e o ensaio in vivo SMART (teste de detecg¢ao de

mutacao e recombinagdo somatica) em Drosophila melanogaster.

(Cl0y)

Figura 2 - Representacdo da estrutura quimica proposta para o complexo metélico

[Cu(dox)(phen)]*" (Adaptado de SILVA et al., 2011).

1.5 Testes para screening de novas drogas quimioterapicas

1.5.1 Ensaio citotoxico utilizando Resazurina

O teste que utiliza o corante resazurina € um teste estavel que utiliza um corante soluvel
em agua para quantificar a viabilidade das células sem apresentar toxicidade as mesmas. A
resazurina dissolvida em tampdes fisioldgicos forma uma solugdo de cor azul escuro que
entra no citosol, onde ¢ transformado por enzimas mitocondriais. A mudanca de coloragdo
do meio se da de azul indigo (resazurina) a rosa fluorescente (resofurina), dependendo da
viabilidade e metabolismo celular. A leitura da absorbancia também ¢ realizada em um leitor

de ELISA (BOGO, 2009).
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Células viaveis e com metabolismo ativo reduzem a resazurina a uma outra substancia,
a resorufina, que apresenta cor rosa e emite fluorescéncia. A grande vantagem deste teste de
viabilidade celular ¢ que a resazurina ndo causa morte celular, possibilitando o uso das
mesmas células em experimentos posteriores (RISS et al., 2016).

A quantidade de resorufina produzida é proporcional ao nimero de células viaveis, o
que pode ser quantificado por meio de fluorescéncia ou por meio de absorbancia. A
quantificacdo de células por meio da fluorescéncia ¢ mais utilizada pois apresenta maior

sensibilidade do que a quantificacdo por meio da detecg¢do de absorbancia (RISS et al., 2016).

1.5.2 Teste para deteccio de micronticleos

Os ensaios genotoxicos também sdo requisitos iniciais de seguranca para o
desenvolvimento de possiveis farmacos. Entre os diversos ensaios de genotoxicidade esta o
teste de microntcleo, sendo este um dos mais difundidos em genética toxicoldgica
(BONASSI et al., 2007). Este teste apresenta vantagens perante aos demais, pois além de
nao necessitar de células em metafase, é considerado um procedimento rapido, sensivel,
preciso e barato (CARVALHO et al., 2002).

O micronucleo ¢ uma pequena massa de material genético, circundada por membrana e
separada do nucleo principal, formada durante a telofase através de um cromossomo inteiro
ou fragmentado, resultante da acdo do agente testado, que ndo foi incorporado ao nucleo
principal ao final da divisao celular. Podem ser oriundos de lesdes ao nivel do DNA ou dos
cromossomos, ou mesmo de disfungdes no aparato mitético (FENECH, 2000).

O teste do micronucleo detecta agentes clastogénicos, que promovem quebra
cromossdmica, € aneugénicos, responsaveis por aneuploidia ou segregacdo cromossomica
anormal. Este teste pode ser realizado in vivo ou in vitro. O ensaio in vitro pode ser realizado
em diversos tipos celulares e proporciona simplicidade na quantificagdo dos microntcleos

(ALBERTINI et al., 2000).

Agentes aneugénicos sao quimicos que impedem a formacao do fuso mitético. Estes
agentes provocam a formagdo de células multinucleadas, em que cada nucleo contém um
numero diferente de cromossomos, bem como a exclusdo de cromatides inteiras do nucleo
da célula, formando MNs. (SERRANO-GARCIA; MONTERO-MONTOYA; 2001; SPEIT
et al., 2007).

MNs sdo, portanto, biomarcadores de eventos genotoxicos e instabilidade
cromossomica. Esses eventos, que levam a danos no genoma, podem ser avaliados in vitro

por meio do Ensaio do Microntcleo por Bloqueio da Citocinese (CBMN), que bloqueia o
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ciclo celular utilizando o bloqueio de citocinese com a citocalasina B. Desta forma sao
produzidas células binucleadas, permitindo um escore de MNs mais preciso, excluindo as
células que se dividem das células que ndo se dividem. Isto ¢ feito para melhorar a
confiabilidade, reduzindo a incidéncia de dados falso-positivos (DEEPA- PARVATHI;
RAJAGOPAL, 2014).

A citocalasina B ¢ um inibidor da polimerizacao da proteina actina, requerida para a
formacao de anel de microfilamentos, que induz a contra¢do do citoplasma e divisdo da
célula em duas células filhas (citocinese) (FENECH; CROTT, 2002; SALVADORI;
RIBEIRO; FENECH, 2003). A andlise dos MNs, ap6s o bloqueio da citocinese pela
citocalasina, fica restrita a células com aparéncia binucleada e evita subestimativas da
frequéncia de MNs resultantes da contagem de cé€lulas que ndo passaram por um ciclo de
divisdo e, consequentemente, ndo poderiam expressar estas estruturas (Figura 3). Assim, a
metodologia possibilita a comparacdo da frequéncia de danos cromossOmicos entre
populagdes celulares que podem diferir quanto a sua cinética de divisao e confere a técnica
boa reprodutibilidade e confiabilidade, o que tem contribuido para a adocao do ensaio de
micronucleo com bloqueio de citocinese como um importante teste citogenético (FENECH,

2007).

Mitoze

= —
com citocalasina B sem citocalasina B

e

Ceéluas mononucledas

Anafase
mitotica

Célula Binucleada

Figura 3 — Esquema do bloqueio da citocinese com citocalasina B, induzindo a formagao
de células binucleadas; ¢ sem citocalasina B, formando células mononucleadas (Fonte:

ZALACAIN et al., 2005).

Para quantificacao da frequéncia de MNs sao analisadas apenas células binucleadas com
nucleos intactos, com tamanhos aproximadamente iguais, mesmo padrdo de coloragdo e

dentro do limite citoplasmatico, com membrana nuclear intacta, e células claramente
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distinguiveis do limite citoplasmatico de células adjacentes. As células analisadas sao
classificadas de acordo com a quantidade de MNs: 0,1, 2 ou mais (FENECH, 2000). O teste
do micronucleo tem sido amplamente usado para avaliar os efeitos clastogénicos e
aneugénicos de diferentes agentes quimicos in vitro (CANO et al., 2017; SILVA et al.,,
2017).

1.5.3 Teste para deteccio de mutacio e recombinacio em células somaticas de
Drosophila melanogaster (SMART).

A Drosophila melanogaster foi um dos primeiros organismos modelos a serem usados
em genética, no laboratorio do Dr. T.H. Morgan. Foi escolhida por possuir um ciclo vital
curto do tipo dipldide, e ¢ simples de cultivar em frascos contendo meio de cultura.
(STRACHAN, 2013). A importancia da D. melanogaster como modelo para a genética
humana ¢ demonstrada pelo fato de que 60% dos genes causadores de doengas em humanos,
bem como 70% dos genes do cancer estdo presentes neste organismo teste (GRIFFITHS, et
al.,2016).

Testes bem definido, para verificacdo da mutagenicidade de agentes fisicos e quimicos,
tém sido desenvolvidos em D. melanogaster. Estes testes sdo capazes de mensurar um amplo
espectro de danos genéticos induzidos em células germinativas, assim como em células
somaticas (WURGLER et al., 1984). Além disso, j4 esta muito bem documentado o fato de
a D. melanogaster possuir um eficiente sistema para o metabolismo de agentes xenobioticos
(BAARS, 1980; HALLSTROM et al., 1984; VOGEL, 1980).

De acordo com GRAF et al. (1984), a andlise dos possiveis efeitos de substincias
mutagénicas e recombinogénicas pode ser realizada por meio do teste da mancha da asa,
denominado SMART (Somatic Mutation And Recombination Test), que detecta diferentes
tipos de manchas mutantes que podem ser resultantes tanto de mutacdo, recombinagao,
delecdo ou ndo disjun¢do cromossdmica, ocorridas no cromossomo n° 3 da D. melanogaster.

O SMART foi desenvolvido para detectar a perda da heterozigose de genes que
determinam a expressao de fenotipos nas asas de Drosophila melanogaster. Este teste €
rapido, facil e de baixo custo (Graf ef al., 1984). Sao utilizadas trés linhagens mutantes de
D. melanogaster: mwh/mwh (mwh, multiple wing hairs), flr’/In(3LR)TM3 (fIr3, flare-3) ¢
ORR; fIr*/In(3LR)TM3 (Oregon R, flare-3) com expressdes fenotipicas bem definidas
(Figura 4).

A linhagem mwh ¢ mantida como um alelo viavel em homozigose recessiva. A mutacao
mwh esta localizada na extremidade do brago esquerdo do cromossomo 3 (3 — 0,3) ¢ em

condi¢des de homozigose produz multiplos tricomas por célula ao invés de apenas um tinico
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tricoma, como normalmente acontece (GUZMAN—RINCON; GRAF, 1995).

A linhagem /7 possui um alelo recessivo que, afeta o fendtipo do pélo da asa. Ele
também esta localizada no brago esquerdo do cromossomo 3, mas em posi¢ao mais proximal
(3 — 38,8). Ela produz pé€los mal formados que tém a forma de uma chama. Todos os trés
alelos mutantes conhecidos sdo letais em homozigose recessiva nos zigotos (os zigotos,
homozigotos para o fIr%, ndo sdo capazes de desenvolver moscas adultas). Ao contrario,
células homozigotas do disco imaginal sdo vidveis e levam a formacao de células mutantes
nas asas. Devido a letalidade no zigoto, o alelo /I’ é mantido na linhagem estoque com a
presencga de um “balanceador cromossémico” com multiplas inversdoes cromossomicas (do
inglés: TM3, Bd® - Third multiple 3, Beaded-Serrate) (GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995).

A linhagem Oregon R, flare-3 (ORR) foi construida por Frolich e Wiirgler (1989) e
apesar de apresentar o marcador fIr° se difere da linhagem flare-3 por apresentar os
cromossomos 1 e 2 provenientes da linhagem Oregon R resistente ao DDt, além de possuir
alta atividade de enzimas citocromo P 450 (HALLSTROM, 1986). Pelo alto nivel de
citocromo P 450 constitutivo na linhagem ORR, o teste SMART torna-se mais sensivel a

ativacao de promutagenos dependentes de ativagdo de CYP 450.
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Figura 4 — Fotomicrografia, em microscopio optico de luz, dos pélos
da asa de Drosophila melanogaster, obtida no Laboratério de
Citogenética e Mutagénese — Centro Universitario de Patos de Minas.
Apresentagdo de pélos multiplos (mwh), seta larga, e apresentacdo de
pélos flare (fIr), seta menor.

Caso ocorra uma alteracao genética em uma das células do disco imaginal, tal alteracao
poderé estar presente em todas as células descendentes, € formard um clone de células
mutantes. A altera¢do génica ¢ responsavel por uma mudanca visivel no fenotipo. Assim
sendo, as células mutantes serdo detectadas como uma mancha de pélos mutantes na asa da
mosca adulta (GUZMAN-RINCON; GRAF, 1995).

No SMART, sao realizados dois tipos de cruzamentos: Padrao (ST) e Alta Bioativacao
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Metabolica (HB). No cruzamento ST fémeas virgens da linhagem fI°/In(3LR)TM3 sio
cruzadas com machos mwh/mwh e no cruzamento HB s3o cruzadas fémeas virgens da
linhagem ORR; fIr3/In(3LR)TM3 com machos mwh/mwh. Destes cruzamentos sdo obtidos
dois tipos de descendentes: trans-heterozigoto marcado (MH: mwh +/+ flr’) que possuem
asas borda lisa; e heterozigoto balanceado (BH: mwh +/+ TM3, Bd‘) com asas
fenotipicamente serrilhadas (Fig 5).
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Figura 5 — Fotomicrografia, com microscopio oOptico de luz, das asas de Drosophila
melanogaster, obtida no Laboratério de Citogenética e Mutagénese — Centro Universitario de
Patos de Minas. Apresentagio de descendentes marcador trans-heterozigoto (MH: mwh +/+ fIr°)
letra a e balanceador heterozigoto (BH: mwh +/+ TM3, Bd’) letra b.

Durante a metamorfose, grupos especificos de células chamados discos imaginais se
proliferam mitoticamente. Em contato com o mutdgeno. Caso acontega uma mutagdo em
uma dessas cé€lulas, esta mutagdo estara presente em todas as células filhas, expressando-se
nos tricomas das asas (GRAF et al., 1984).

As manchas também podem ser classificadas como pequenas e grandes, uma mancha
pequena possui uma ou duas células, caracterizados por se formarem durante os ultimos

estagios de divisdo mitética durante a formacao das asas; as manchas grandes possuem trés

ou mais células alteradas e se originam nos primeiros estagios de desenvolvimento larval.

(GRAF et al., 1998).

1.5.4 Testes para avaliacio antitumoral in vivo

Trabalhos experimentais envolvendo a indugao de tumor em animais foram iniciados
no final do século XIX, sendo que a simples observacao dos pacientes com cancer era até
entdo a metodologia mais utilizada no estudo desta doenga. Foi nesse periodo, também, que
houve o aperfeicoamento da microscopia e o descobrimento de raios X, possibilitando
pesquisas mais avangadas na investigacao de neoplasias (PONCE et a/, 1996).

Modelos de cancer em animais sdo sistemas que mimetizam a natureza do tumor
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encontrado em humanos. Assim, a escolha do modelo tumoral in vivo é fundamental durante
a investigagdo de uma nova droga anticancerigena, tumores transplantdveis trouxeram
melhoria na pesquisa de novas técnicas e no desenvolvimento de estratégias terapéuticas,
especialmente para tumores experimentais em animais, que sao a base de recentes melhoras
na terapia do cancer (KERBEL, 2003).

O tumor de Ehrlich foi descrito como um adenocarcinoma de mama murino espontaneo,
originario de células epiteliais de carcinoma mamario, e foi utilizado como tumor
experimental pelo transplante subcutdneo entre camundongos. Posteriormente, foi descrita a
forma ascitica do tumor, desenvolvido no peritdénio dos camundongos, € nomearam-o como
carcinoma ascitico de Ehrlich pela presenca de liquido ascitico junto com as células de
carcinoma. O carcinoma ascitico de Ehrlich foi disseminado rapidamente nos institutos de
pesquisa pela vantagem de conter células tumorais homogéneas e livres, com a possibilidade
de padronizacdo do numero de células ser transplantaveis, quantificagdo do crescimento e
estudo da biologia da célula tumoral (OZASLAN et al., 2011).

Apo6s a inoculagdo na cavidade peritoneal o carcinoma ascitico de Ehrlich cresce em
suspensdo no peritonio, em duas fases: a fase proliferativa na qual o nimero de células
tumorais aumenta exponencialmente, seguido da fase estacionaria (plateau) no qual o
numero de células permanece quase constante (TANNOK, 1969). Durante a transi¢cao da
fase proliferativa e a fase estacionaria acontece modificacdes morfoldgicas e metabdlicas
como deterioragdo estrutural, diminui¢do do numero de mitocondrias, declinio da
concentragdo do ATP, diminuicdo da biosintese de DNA e RNA, diminuicao da sintese de
proteina, perda de nucleotideos, nucledsidos e bases, entre outros (OZASLAN, 2011).

O Sarcoma 180 foi inicialmente identificado no Croker Laboratory em 1914, é um tumor
de natureza so6lida que foi inicialmente classificado como carcinoma mamario, por surgir
espontaneamente na regido axilar de camundongo (SCHABEL, 1977). Em 1919, apods
muitos transplantes subcutaneos, assumiu a forma sarcomatosa e mantém-se sem alteragdes
até os dias atuais. A forma sélida caracteriza-se por ter um rapido crescimento atingindo uma
média de 18x14x10 mm por volta de sete dias do transplante. Pode causar metastase para os
pulmdes o que pode ocorrer quando os tumores estdo com mais de quatro semanas de
evolugdao (SCHABEL, 1977).

Em 1951, ap6s a inoculagdo intraperitonial do fluido leitoso do Sarcoma 180 (s6lido)
em camundongos swiss, Charlotte Friend desenvolveu a forma ascitica do tumor nos
animais, sendo observado que muitos tumores a partir da terceira semana de implante
desenvolvem necrose, sendo a morte dos animais ocasionada por desnutri¢do, toxemia e

septicemia (PESSOA, 2000).

18



2 Objetivo geral

Avaliar a atividade citotoxica, antitumoral e seletividade em células tumorais do
composto metalico derivado do cobre(Il): [Cu(dox)(phen)]*", bem como avaliar sua agio

genotoxica, mutagénica e recombinogénica utilizando tanto ensaios in vitro quanto in vivo.

2.10bjetivos especificos
= Determinar o coeficiente de particdo dos complexos de cobre por meio de um
sistema de dgua n-octanol;
= Testar a atividade antitumoral in vitro do complexo metalico utilizando as
linhagens celulares malignas de sarcoma (S180 e TG180) e melanoma (B16F10);
» Testar a atividade citotoxica em linhagens celulares imortalizadas de macréfagos
(RAW 264.7) por meio do ensaio de redugdo da resazurina;
=  Determinar a Concentracao Inibitoria de 50% da viabilidade celular (ICso) do
complexo nas diferentes linhagens celulares;
» Determinar o indice de seletividade do complexo;
= Avaliar a capacidade do complexo metélico em reduzir o desenvolvimento tumoral
do sarcoma S180 e tumor Erhlich in vivo;
= Avaliar o potencial do complexo em causar quebras na molécula de DNA
utilizando o teste de microntcleo in vitro;
G

= Avaliar o potencial do [Cu(dox)(phen)]”" em causar mutagcdes e recombinagdes

cromossomicas in vivo utilizando o teste SMART em Drosophila melanogaster.

3 Material e Métodos

3.1 Obtencio do [Cu(dox)(phen)]**

O [Cu(dox)(phen)]** foi sintetizado e gentilmente cedido por Dr?. Elene Cristina Pereira
Maia e Dr? Priscilla Pereira Silva Caldeira do Departamento de Quimica e do Departamento de

Analises Clinicas e Toxicoldgicas, Universidade Federal de Minas Gerais.

3.2 Medicao do coeficiente de particio

O coeficiente de particdo para os complexos de cobre(Il) foram determinados em

duplicata em um sistema agua n-octanol em pH 7.4. Foi preparada uma emulsao de volumes
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iguais (1500uL) de solugdo aquosa de complexo de cobre (6.7 x 10 mol L'!) e n- octanol.
O sistema contendo a mistura foi selado hermeticamente, protegido da luz e mantido sob
vigorosa e constante agitagao por 24 horas. A mistura foi centrifugada (13000 rpm, 10 min)
e aliquotas de ambas as fases foram cuidadosamente retiradas da camada n- octanol superior
e aquosa inferior. A concentragdo de cobre das camadas aquosa e n- octanol foram
determinadas por Espectrometria de Absor¢ao Atomica em Forno de Grafite (EAAFG) em
um espectrofotdmetro Zeeman 220 modelo Varian equipado com um atomizador de tubo de
grafite e um amostrador automatico. O coeficiente de parti¢ao foi expresso como log P, em

que P= [Cu]n-octanol / [Cu]aquoso-

3.3 Animais, linhagens celulares e condi¢des de cultivo in vitro

Para este estudo foram utilizadas trés linhagens celulares murinas tumorigénicas
(sarcoma TG180, sarcoma S180, melanoma B16F10) e uma linhagem celular murina ndo
tumorigenica (macréfago RAW 264.7). As linhagens foram mantidas in vitro em meio
RPMI-1640, com 10% de soro fetal bovino, 25 mM HEPES, 10.000UI/mL penicilina-
estreptomicina, e 2 mM L-glutamina. A manutencao in vivo das células tumorais foi realizada
pela inoculagdo de 300 uL de células (1.0x 107 células) no peritdnio dos camundongos
BALB-C, pesando + 20 gramas. Os animais foram mantidos no Centro de Bioterismo e
Experimentacdo Animal (CBEA) da Universidade Federal de Uberlandia em condigdes
controladas. Os animais foram colocados em um sistema micro-isolador em condigdes
padronizadas (22 + 1°C, humidade 60 + 5%, ciclo de 12h luz/12h escuro) com 4gua e comida
ad libitum. Todos os procedimentos de manuseio, uso e eutanasia destes animais seguiram
as normas da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratdrio, e foram aprovadas
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Uberlandia, Brasil

(CEUA/UFU protocolo N. 001/13 e 016/14).

3.4 Avaliacao da citotoxicidade por meio do ensaio com resazurina

As linhagens de células foram ressuspendidas em RPMI-1640 suplementado com 25
mM HEPES, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL streptomicina e 10%
de soro fetal bovino. As células foram entdo distribuidas (1 x 10° células/pogo suspendidas
em 100 pL de meio RPMI-1640) em placa estéril de 96 pocos e incubada com diferentes
concentragdes de [Cu(dox)(phen)]**, de acordo com a concentragdo necessaria adequada para

cada tipo celular, em presenga e auséncia do removedor de espécies reativas de oxigénio
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(ERO) n-acetilcisteina (NAC) por 24h (37 °C e 5% CO»).
e Sarcoma S180: 100puM; 50uM; 10uM; 5uM; e 1uM.

e Sarcoma TGI180: 100uM; 50uM; 25uM; 12,5uM; 10uM; SpuM; 2,5uM; 1,25uM;
1uM; 0,5uM; 0,1uM; 0,05uM; e 0,025uM;

e Melanoma B16F10: 50uM; 10uM; SuM; 2,5uM; 1uM; 0,25uM; 0,1uM; e 0,05uM;

e Macréfago RAW 264.7: 25uM; 10uM; SuM; 1uM; 0,5uM; 0,25uM; 0,1uM;
0,05uM; 0,025uM; 0,01uM; 0,005uM; 0,001uM; 0,0005uM; e 0,0001 M.

Em seguida, 20 uL de PBS contendo resazurina (0.1 mg/mL) foi adicionado em cada
pogo. Apds 4h de incubacao, as avsorbancias a 570 nm e 600 nm foram lidas por meio de
um leitor multiplo. De acordo com Bénéré et al., (2007), a porcentagem de viabilidade celular

obtida pelo teste de Alamar Blue ¢ dada pela seguinte formula:

(02 x A1) - (01 x A2)

100
(02xPL) - (0L1xP2) *

Y%viabilidade celular =

Em que:

O1 = coeficiente de extingdo molar (E) de Alamar Blue oxidado a 570nm (pré-determinado
em 117216);

02 = valor de coeficiente de extingdo molar (E) de Alamar Blue oxidado a 600nm (pré-
determinado em 80586);

Al = absorbancia das células tratadas com [Cu(dox)(phen)]*" a 570nm;

A2 = absorbancia das células tratadas com [Cu(dox)(phen)]*" a 600nm;

P1 = valores de absorbancia do controle negativo a 570nm;

P2 = valores de absorbancia do controle negativo a 600nm.

O indice de seletividade (IS) foi obtido usando a foérmula IS= ICso das células ndo
tumorais/ICso das células tumorais. Indice de seletividade >2 foi considerado significante

(PEREIRA et al., 2015).

3.5 Avaliacio da atividade antitumoral in vivo com sarcoma 180

Para analisar o efeito antitumoral in vivo do [Cu(dox)(phen)]*", um tumor sélido foi
induzido com a inoculagio de células de sarcoma 180 (1 x 10° células), que foram
implantadas subcutaneamente na regido submaxilar esquerda de camundongos BALB/C (5
animais por grupo). 24h depois da inoculagdo das células, uma unica dose de
[Cu(dox)(phen)]*" (5, 10 e 15 mg/kg) e PBS (controle negativo) foi administrada

intraperitonealmente em camundongos portadores de tumores e o controle negativo foi
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administrado com PBS. No 9° dia, sob anestesia, os animais foram entdo sacrificados por
deslocamento cervical. Os tumores foram excisados e pesados. A taxa de inibicdo do
crescimento tumoral (%) foi calculada pela seguinte férmula: Inibicdo = [(A — B)/A — 1] x

100, onde A ¢ a média do peso do tumor do controle negativo e B ¢ aquela do grupo tratado.

3.6 Determinacio de tempo de sobrevivéncia e alteracdes no peso

Para os experimentos com modelos animais de tumor ascitico de Ehrlich, foram
utilizados camundongos BALB/C de 5 semanas de idade (n=5). Os experimentos consistiram
em injegdo intraperitoneal de 1x10° células de tumor nos camundongos. No dia seguinte ao
in6culo, foram iniciados os tratamentos com PBS (controle negativo) e com o complexo
[Cu(dox)(phen)]*" a 8 mg/kg de peso corporal e 1 mg/ kg de peso corporal. O tratamento foi
realizado a cada dois dias até o 112 dia. A massa dos animais também foi monitorada a cada
2 dias até o 162 de experimento. No 92 dia, crescimento tumoral foi observado (cavidade

abdominal aumentada). O tempo total de experimento foi de 29 dias.

3.7 Avaliacio da atividade genotoxica por meio de Teste do Microntcleo invitro

Avaliagdo da genotoxicidade foi realizada de acordo com o Guia OECD 487 para o
Teste do Micronucleo em Célula de Mamifero in vitro usando citocalasina B com
adaptagoes. Células B16F10 foram ressuspensas em meio RPMI-1640 suplementado com 25
mM HEPES, 2 mM, L-glutamina, 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL streptomicina e 10% de
soro fetal bovino. A células foram ento distribuidas (2 x 10* células/poco suspendidas em
100 pL de meio) em placa estéril de 96 pogos e incubadas com diferentes concentragdes de
[Cu(dox)(phen)]** (1; 0,25; 0,1; € 0,05uM) por 24 h (37°C e 5% COz), quando o tratamento
foi substituido por 100 pL de meio contendo citocalasina B a 30uM. Mitomicina C
(50pg/mL) foi usada como controle positivo, como controle negativo foi utilizado PBS. Apos
a incubagdo por 24 h, as células foram fixadas com solugdo de PBS/Formaldeido a 10% e
coradas com Hoechst 33258. Usando um microscopio de fluorescéncia invertido digital
EVOS® fl, 2000 células na placa foram contadas e o percentual de microntcleos em células

binucleadas foi determinado.

22



3.8 Teste para deteccao de mutacio e recombinacio somatica em Drosophila
melanogaster

3.8.1 Compostos quimicos, linhagens estoque, cruzamentos e tratamentos

Para a realizacdo do experimento, o CDP foi preparado em trés concentragdes distintas
(6,92; 13,84 ¢ 27,67 mM), tais concentragdes foram determinadas a partir de um ensaio
prévio de toxicidade do CDP. O cloridrato de doxorrubicina (DXR, CAS: 23214-92-8,
numero de lote 4PL0103), produzido pelos Laboratorios Eurofarma e distribuido por Zodiac
Pharmaceuticals S.A., Sdo Paulo, Brasil foi usado como controle positivo a uma
concentragao de 0,4 mM (SILVA et al., 2017). Para o controle negativo, foi utilizada agua

de osmose reversa.

Foram utilizadas trés linhagens mutantes de Drosophila melanogaster, multiple wing
hairs (mwh, 3-0, 3), flare-3 (fIr3, 3-38.8), e ORR; flare-3 (fIr3, 3-38.8), As linhagens foram
mantidas em uma incubadora (411D NEW ETHIC) a aproximadamente 25 °C (£ 1 °C), 60%
de humidade, em frascos contendo meio preparado com agua (820 mL), 4gar (11 g), banana

(156 g) nipagim (1 g) de levedura (Saccharomyces cerevisiae, 25 g).

Dois cruzamentos, sob as mesmas condi¢des, foram conduzidos. ST (cruzamento
padrdo) em que fémeas virgens de genotipo f1r°/In(3LR)TM3, ri p? sep 1(3)89Aabx’* e Bd®
sdo cruzadas com machos de gendtipo mwh/mwh; e HB (cruzamento de alta bioativacdo
metabolica), onde fémeas virgens de genotipo ORR; fIr3/In(3LR)TM3, ri p” sep 1(3)89Aabx>*

e Bd* foram cruzadas com machos de genotipo mwh/mwh.

De cada cruzamento foram obtidos dois tipos de descendentes: trans-heterozigotos
marcado (MH), com gen6tipo mwh +/+ fIr3 e heterozigoto balanceado (BH), com genotipo
mwh +/+ TM3,Bd*. A coleta de ovos foi realizada apos 8 h de postura em frascos contendo
uma base sélida de agar (4%) e uma camada de levedura (Sacharomyces cerevisiae)

suplementado com sacarose.

Ap0Os 72 £ 4 h, larvas de terceiro instar foram lavadas em agua de osmose reversa e
coletadas usando uma peneira de ago de malha fina. As larvas coletadas, resultantes de ambos
os cruzamentos foram transferidas para frascos de vidro (2,5 cm de didmetro e 8,0 cm de
altura) contendo 1,5 g de puré de batatas instantineo mais 5,0 mL de [Cu(dox)(phen)]**, nas
concentragdes de 6,92; 13,84 ou 27,67 mM dissolvido em &4gua de osmose reversa.
Posteriormente, foram colocados na incubadora, onde a metamorfose pdde ser completada.
As moscas adultas emergentes de cada tratamento foram coletadas e preservadas em etanol

a 70%.
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Foi realizado um teste de toxicidade com cinco diferentes concentragdes de CDP (6,92;
13,84; 27,67; 55,34 e 110,68 mM), bem como os controles negativo e positivo, em tubos
com 100 larvas cada. A toxicidade foi determinada com base no nimero de larvas que nao
atingiram a idade adulta. O numero de moscas sobreviventes foi indicativo da toxicidade dos

compostos.

3.8.2 Preparacio e analise microscopica das asas

As asas das moscas adultas, preservadas em etanol a 70%, foram retiradas com o
auxilio de pincas entomologicas e lupa estereoscopica, embebidas em solug¢dao de Faure (30
g de goma arabica, 20 mL de glicerol, 1,5 g de hidrato de cloral, e 50 mL de 4gua destilada)
e distendidas sobre uma lamina seca e codificada. As laminas foram secas por 2h em uma
chapa quente (40 °C), cobertas com laminula e deixadas para secar. As asas foram analizadas
usando um microscopio Optico, em aumento de 400x (objetiva de 40x). Foram registrados o
namero, tipo das manchas (simples, quando apresentam células expressando os marcadores
mwh ou fIr’; ou gémeas, quando expressam, simultaneamente, os marcadores mwh ¢ fIr’) e
tamanho das manchas, que podem ser pequenas quando 1 ou 2 células expressam os
marcadores ou grandes, quando 3 ou mais células expressam. Aproximadamente 48.000

células foram analisadas por mosca.

3.9 Analise estatistica

Nos testes de Citotoxicidade, o ICso (concentragdo que inibe 50% do crescimento
celular sobre o controle) foi determinada usando o GraphPad Prism 6.0, por regressao nao
linear, onde a porcentagem de viabilidade celular foi determinada como uma func¢io do
logaritmo das concentragdes testadas, assumindo o intervalo de confianga de 95% (p<0,05).
Graficos expressos como média £+ erro padrdo da média foram plotados. Os testes de
Micronucleo in vitro e atividade antitumoral in vivo foram estatisticamente avaliados pela
analise de variancia (ANOVA), seguido pelo teste de comparagdes multiplas Bonferroni’s
também usando o software GraphPad Prism 6.0. As diferencas para afrequencia de
micronucleos foram consideradas como significativas quando p <0,05 e para a atividade

antitumoral quando p <0,0001.

Na avaliagdo pelo SMART, as frequéncias de manchas por mosca, para cada

tratamento, foram comparadas em pares utilizando o teste binomial condicional de
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Kastenbaum e Bowman (1970), como proposto por Frei e Wurgler (1988), que resulta em
quatro diagnoésticos possiveis: positivo, negativo, inconclusivo ou fracamente positivo, ao

nivel de significancia p <0,05.

4 Resultados e Discussao

4.1 Avaliacgio de lipofilicidade do [Cu(dox)(phen)]**

A lipofilicidade ¢ um dos principais parametros que afetam a incorporagdo de drogas
pelas células, sendo que a fraca biodisponibilidade ¢ uma barreira importante a ultrapassar
durante o tratamento do cancer e, neste contexto, a fraca solubilidade em agua ¢ uma
caracteristica desfavoravel (ZAMBONI et al, 2012). O coeficiente de particao agua n-octanol
(logP) ¢ uma medida amplamente aceita de lipofilia, onde n-octanol ¢ um modelo da camada
de lipidios de uma membrana celular e a 4gua € o fluido dentro e fora das células. (PLATTS

et al, 2006).

O CDP apresenta valor de balango hidrofilico-lipofilico apropriado para ser absorvido,
permear através da membrana e entdo permanecer solivel no citoplasma para a agdo
desejada. Além disso, esse composto ¢ carregado positivamente, o que aumenta sua afinidade
com a espinha dorsal do DNA carregado negativamente, o alvo intracelular mais importante
para drogas antitumorais (SILVA et al, 2014).

Os valores negativos de LogP indicam preferéncia para a fase aquosa e os valores
positivos de LogP indicam preferéncia para a fase hidrofobica. A lipofilicidade dos ligantes
livres, complexos CDP e Cisplatina (um complexo metélico ja utilizado na quimioterapia)
sdo mostrados na Tabela 1.

Os valores de lipofilicidade do CDP indicam que o composto ¢ bem distribuido nas
fases aquosa e organica, mesmo como um complexo carregado. De fato, [Cu(dox)(phen)]**
¢ ligeiramente mais soluvel em meio aquoso do que em solvente hidrofobico, sendo mais
lipofilico do que cisplatina, bem como seus ligantes livres doxiciclina e fenantrolina. Este
resultado tem caracteristicas importantes para a atividade citotdxica, uma vez que possui
lipofilicidade satisfatoria para atravessar a membrana celular e permite a interagdo com o

DNA, o alvo intracelular mais importante dos agentes antitumorais.
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Tabela 1 — Lipofilicidade dos ligantes livres e de alguns complexos

metalicos
Nome Valores de lipofilicidade
1,10-fenantrolina 2.19°
doxiciclina 0.60"
[Cu(dox)(phen)]** -0.09 £ 0.01
cisplatina 227

* 0s valores de log P foram estimados pelo software ALOGPS 2.1;
** Hlavka e Boothe, (1985)
" Platts et al, (2006)

4.2 [Cu(dox)(phen)]** é citotoxico e seletivo contra linhagens celulares especificas

A atividade citotoxica foi avaliada pela capacidade biorredutora de metabolizagdo da

resazurina pelas células. Foram utilizadas duas linhagens celulares de sarcoma, TG180
(Figura 6A) e S180 (Figura 6B), uma linhagem celular de melanoma B16F10 (Figura 6C) e
uma linhagem celular ndo tumorigenica derivada de macrofagos RAW 264.7 (Figura 6D).
Os resultados indicaram que CDP induziu citotoxicidade dose dependente em todas a
linhagens celulares (Figura 6). Os ligantes doxiciclina e fenantrolina ndo apresentaram
citotoxicidade nas mesmas concentragdes do complexo metalico, de modo que ndo foi
possivel determinar um valor de ICso para os ligantes livres (Figura 6 E e F).

Os valores da concentragdo inibitoria de 50% da viabilidade celular (ICso) foram
obtidos a partir de uma regressao nao linear usando o programa GraphPad Prism 6.0 (Tabela
2). A linhagem celular de melanoma B16F10 ¢ mais suscetivel a efeitos citotoxicos do
[Cu(dox)(phen)]** (ICso=1,4uM) quando comparada com TG180 (ICs¢=6,2uM) e S180
(IC50=13,3uM).

A comparagdo da citotoxicidade de células ndo tumorais com células tumorais (ICso de
células ndo tumorais/ICso de células tumorais) definiu o Indice de Seletividade (IS), sendo 8,7
para B16F10; 2,0 para TG 180 e 0,9 para S180 (Tabela 2). Baseado nas analises dos resultados
da tabela 2 podemos observar que CDP ¢ mais citotoxico para a linhagem tumoral de melanoma

murino B16F10.
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Figura 6 — Curvas sigmoidais dose resposta apds o tratamento com [Cu(dox)(phen)]?*, fenantrolina e
doxiciclina. [Cu(dox)(phen)]** incubado em diferentes concentragdes durante 24 horas com (A) — sarcoma
TG180, (B) — sarcoma S180, (C) — melanoma B16F10 e (D) — Macrofago RAW 264.7; Fenantrolina (E) e
Doxiciclina (F) incubada em diferentes concentragdes durante 24 horas com S180 sarcoma. Cada ponto
representa a média + desvio-padrdo para n = triplicatas (p<0,05).

Tabela 2 — Concentracao inibitéria de 50% da viabilidade celular (ICso) do

[Cu(dox)(phen)]** em quatro linhagens celulares

Linhagens celulares ICso (M) Indice de Seletividade (SI)
S180 13.3 0.9

TG180 6.2 2.0

B16F10 1.4 8.7

RAW 264.7 12.1
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Os ensaios de citotoxicidade demonstraram que o [Cu(dox)(phen)]*" altera a atividade
metabolica das células tumorais, o que pode resultar em sua atividade citotdxica.
Corroborando com estes resultados, atividade citotoxica dose dependente foi obtida por
Nunes et al (2015) na linhagem celular de melanoma B16F10 apods 24 horas de exposi¢do a
quatro complexos de cobre diferentes. De acordo com Tisato et al, (2010) e Zhang et al,
(2012), muitos complexos de cobre causam inibi¢do do proteasoma através da entrega de
ions de cobre em células tumorais levando a morte celular. Além disso, ligantes 1,10-
fenantrolina no complexo de cobre aumentam a eficiéncia na entrega de ions de cobre em
células-alvo.

Adicionalmente, os complexos do tipo [Cu(phen)]** se ligam a0 DNA via intercalag?o,
0 que aumenta sua atividade nuclease oxidativa. O complexo de cobre [Cuz{bcmp(-H)} (p-
OH)](NO3)2'H2O também mostrou atividade citotdéxica e foi seletivo para linhagens
celulares de cancer pancreatico sobre as células ndo-cancerosas, induzindo apoptose de
forma dependente de p53 e ataque nucleofilico, promovendo hidrolise do DNA
(MONTAGNER et al., 2015).

Os complexos de cobre testados por kalinowska-Lis et al., (2017) mostraram
comportamento seletivo a linhagem celular de melanoma sobre células ndo cancerigenas.
Resultados semelhantes foram obtidos por Mroueh et al., (2015) que testaram a atividade
antitumoral do complexo de cobre bis[(u?-cloro)cloro(1,10-fenantrolina)cobre(Il)] em
diferentes linhagens de células (B16, MDA-MB-231, A549, HT-29 e SF), obtendo uma
potente atividade antitumoral em todas as linhagens.

Complexos de cobre associados a tetraciclinas induzem quebras de cadeia simples e
dupla na molécula de DNA por um mecanismo quelatado envolvendo os grupos amida e os
Carbonos 3, 10 e 11 da tetraciclina (BUSCHFORT e WITTE., 1994). Resultados
semelhantes foram previamente descritos por Silva et al, (2011) em que foram detectadas
quebras simples e duplas induzidas por EROs permitindo uma elevada atividade citotoxica
induzida pela intercalagdo de [Cu(dox)(phen)]*" no sulco maior da molécula de DNA.

A DOX tem atividade citotoxica em culturas celulares de linfocitos do sangue
periférico humano, diminuindo os indices de divisdo mitogénica e nuclear. Curiosamente,
no trabalho de Sekeroglu et al, (2012) DOX ndo exibiu agdo genotoxica na andlise
cromossomica e testes de microntcleo. O efeito genotdxico induzido por DOX foi detectado
através do ensaio Cometa em varios Orgaos de ratos, com os efeitos genotoxicos mais
significativos detectados ao utilizar as doses mais elevadas do composto (160 mg/kg)

(ARSHAD et al, 2005).

Observa-se amplamente na literatura que um dos possiveis mecanismos de a¢do dos
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complexos de cobre ¢ a geragao de EROs, as quais interagem com componentes celulares
induzindo a morte. Neste contexto, foi realizado um co-tratamento das células B16F10 e
RAW 264.7 com [Cu(dox)(phen)]*" em associagio com o agente antioxidante N-
acetilcisteina (NAC), um capturador de EROs. Foi verificado um aumento na ICso da
linhagem de melanoma murino B16F10 de aproximadamente 3 vezes, onde a concentragdo
inibitoria mudou de 1,4uM para 4,7uM (Figura 7A) e promoveu aumento de cerca de 2 vezes
para a linhagem celular RAW 264.7, indo de 12,1uM para 22,1uM em RAW 264.7 (Figura
7B).

Viabilidade celular (%)
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Figura 7 — Curvas sigmoidais dose resposta do tratamento com [Cu(dox)(phen)]?*, isolado (pontos pretos) e
[Cu(dox)(phen)]**, associado com n-acetilcisteina (pontos vermelhos) em duas linhagens celulares. A—
Melanoma S180 e B— Macréfago RAW 264.7. Cada ponto representa a média + desvio-padrdo para n =
triplicatas (p<0,05).

A associacdo de [Cu(dox)(phen)]** e NAC reduziu sua citotoxicidade, sugerindo uma
dependéncia de formacao de EROs para que ocorra danos ao DNA. Silva et al, (2011)
descreveram a capacidade do complexo CDP induzir clivagem de DNA plasmidial e propds
que esta seja promovida de forma dependente de EROs, sugerindo que o dano ao DNA
induzido pelo complexo metélico ocorra por mecanismo oxidativo.

De acordo com Molphy et al (2014), Os complexos cupricos associados a fenantrolina
induzem danos oxidativos por intercalagdo com a molécula de DNA, gerando principalmente
radicais livres de hidroxila, e a extensdo desses danos pode ser reduzida por agentes

antioxidantes exdgenos ou endogenos.

4.3 [Cu(dox)(phen)]** inibe o crescimento tumoral in vivo e aumenta a sobrevivéncia

geral dos camundongos

Estudos in vivo mostraram inibi¢ao significativa do crescimento do tumor (p <0,0001)
e variagdao no peso do tumor quando comparado com o controle (Figura 8). Na figura 8A

pode-se observar que o peso tumoral dos trés tratamentos divergiu significativamente do
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grupo controle nao tratado. Na figura 8B observamos que os tratamentos inibiram mais de
40% do crescimento tumoral, porém as doses utilizadas nos tratamentos ndo divergiram
significantemente entre si, demonstrando que mesmo na menor dose utilizada ja observamos
eficacia na reducao do tumor.

Além disso, foi obtida uma diferenca significativa (p < 0,0001) na sobrevida entre os
diferentes grupos (Figura 9). O complexo [Cu(dox)(phen)]*" aumentou a taxa de
sobrevivéncia dos animais com tumores asciticos de Ehrlich (Figura 9A), reduzindo o
crescimento do tumor, mesmo na concentracdo de 1 mg/kg de peso corporal. A curva de peso
corporal (Figura 9B) mostra uma redugdo no peso dos camundongos tratados com CDP a 8
mg/Kg, indicando que o crescimento do tumor ascitico foi inibido pelo complexo.

Como existem poucos relatos na literatura sobre a atividade antitumoral in vivo dos
complexos de cobre(Il) e como os ensaios in vitro demonstraram que CDP apresenta alto
potencial quimioterapico em algumas linhagens de células tumorais, também foi investigada
a sua eficacia in vivo contra sarcoma S180 implantado e tumor de Ehrlich. Os resultados
obtidos mostraram que CDP causa uma reduc¢ao consideravel (p <0,001), de maneira dose-
dependente, do volume do tumor sélido em camundongos BALB-C ¢ melhorou as taxas de
sobrevida de camundongos portadores de tumor ascitico Ehrlich mesmo na dose de 1 mg/kg

de peso corporal.
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Peso tumoral (g)
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Controle Negativo 5 10 15 ° K B

Concentragdo de [t!:u(do:o:)(phen)]Z+ mg/Kg de animal Concentragdo de [Cu(dox)(phen)]z' mg/Kg de animal
Figura 8 — Atividade de inibigdo de crescimento do tumor in vivo do tratamento [Cu(dox)(phen)]** com tumor
so6lido sarcoma S180. A) Diferencas significativas foram determinadas pelo teste ANOVA unidirecional e pelo
teste de comparagdes multiplas de Bonferroni. ****p < 0,0001. B) Nao foi observada diferenca significativa
entre as doses utilizadas no tratamento.
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Figura 9 — Sobrevivéncia de camundongos portadores de tumor de Ehrlich e curva de peso corporal apos
tratamento com o complexo [Cu(dox)(phen)]** (A) curva de sobrevivéncia e (B) alteracdes de peso corporal
em BALB/C portadores de tumor durante o tratamento com [Cu(dox)(phen)]?>* a 8 e 1 mg/kg. Estatisticamente
significante (p < 0,0001) na sobrevida entre os diferentes grupos.

Palanimuthu et al.,, (2013) testaram dois novos complexos baseados em Cu-
bis(tiosemicarbazona), obtendo reducdo de maneira significativa do crescimento tumoral de
uma linhagem de cancer colorretal (HCT-116) inoculado em camundongos, demonstrando
que complexos cupricos possuem grande potencial quimioterapico.

Gou et al., (2016), ao tratar camundongos inoculados com uma linhagem de cancer de
mama (MCF-7) com o complexo cuprico [Cu(L)(Ind)NOs], obtiveram inibi¢do do
desenvolvimento do tumor, além de redu¢do do peso dos animais.

Surpreendentemente, apesar de [Cu(dox)(phen)]*" apresentar moderada capacidade de
inibir o crescimento de células de sarcoma S180 in vitro, o composto mostrou relevante
potencial quimioterapico in vivo contra o sarcoma S180 implantado. Alguns complexos de
cobre (II), alguns deles contendo ligantes N,N-doadores, foram testados quanto a sua
atividade antitumoral in vivo, mostrando respostas promissoras (DENOYER et al., 2015;
RUIZ-AZUARA e BRAVO-GOMEZ., 2010; SAFI et al., 2014; TARDITO ¢ MARCHIO.,
2009 e TREJO-SOLIS., 2005).

4.4 [Cu(dox)(phen)]** induz dano ao DNA
Com o intuito de se analisar o potencial genotoxico do [Cu(dox)(phen)]?**, foi avaliado
o aumento da incidéncia de micronucleos usando o Teste do Microntcleo (MN) in vitro com
bloqueio de citocinese, foram escolhidas as concentragdes que nao promoveram, de maneira
elevada, a inibicdo da viabilidade das linhagens celulares utilizadas. Isso permitiu a
contagem de um valor minimo de 2000 células, estipulado previamente pela OECD (TG
487).
As células B16F10 foram expostas ao CDP associado ou ndao com NAC por 24 horas

(Figura 10A). Foi observado aumento dose dependente na ocorréncia de MN nas células
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tratadas com o complexo. Na concentragao mais alta (1uM) o CDP induziu o mesmo niimero
de MN observado no controle positivo (Mitomicina C). Quando usado em associagao com
NAC, CDP nao mostrou aumento significativo na quantidade de MN quando comparado ao
controle negativo (p < 0,05), indicando que o NAC foi capaz de reduzir a genotoxicidade do

CDP.

Il (cu(dox)(phen)?**
E’{Cu(dox}(phen)f‘ +NAC

Quantidade de micronucleos

Concentragées de [Cu(dox)(phen)®* (uM) e el Wl

Figura 10 — A) Inducéo de micronticleos em células B16F10 apds 24 horas de exposi¢io a [Cu(dox)(phen)]>"
isolado e em associacdo com N-acetilcisteina (NAC), bem como os controles negativo (PBS) e positivo
(Mitomicina-C 50pg/mL) . B) fotomicrografia representativa evidenciando em quadro amarelo um micronucleo
em uma célula binucleada corada com o Hoechst 33258, magnitude 400x. Diferengas significativas foram
determinadas usando ANOVA unidirecional e o teste de comparagdes multiplas de Bonferroni (p < 0,05).
Colunas com a mesma letra ndo apresentam diferenca significativa.

Cadavid-Vargas et al., (2018) obteve aumento na frequéncia de MN ao tratar uma
linhagem celular de osteosarcoma (MG-63) com um complexo clprico denominado
Cu(sulfametazina)(bipiridina)H,O, com frequéncias tdo altas quanto as obtidas no seu
controle positivo (bleomicina 0,7uM), atribuindo esta genotoxicidade a capacidade do
composto testado de gerar EROs. O dano ao DNA causado por esta classe de composto ¢
resultado de sua combina¢do com oxigénio molecular, gerando EROs que quebram as
cadeias de DNA via clivagem oxidativa. (BORTOLOTTO et al, 2011; GARCIA-GIMENEZ
et al, 2009 e SANTINI et al, 2014).

Resultados negativos para indu¢do de mutagdes em cepas bacterianas tratadas com
casiopeinas pelo teste de Ames e SOS foram previamente descritos, porém, ao analisar a
genotoxicidade pelo ensaio Cometa, foi descrita atividade de clivagem do DNA pelos
complexos cupricos testados, caracterizado por um grande nimero de quebras de dupla fita
induzidas por intercalacdo ou ligacdo direta aos sulcos do DNA (SERMENT-GUERRERO
etal 2017).

O complexo de cobre contendo fenantrolina, [Cu(N9-ABS)(phen),]-3.6H>O, tem sido
relatado como tendo forte atividade nuclease, onde a clivagem de DNA ¢ atribuida as

interacoes entre as formas id6nicas de cobre(Il) [superoxido de cobre (Cull-(O:-) e
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hidroperédxido de cobre (Cull-OOH)] e espécies reativas Cu(l), radical hidroxila, oxigénio

singlet, superoxido e peroxido de hidrogénio (GARCIA-GIMENEZ et al, 2009).

A reducao na frequéncia de micronucleos por NAC tem sido relatada em varios estudos
(CORONA-RIVERA et al., 2007; KURASHIGE et al., 2016 e XU et al., 2014). Hamid et
al., (2018) relatam significativa reducdo de citotoxicidade e genotoxicidade em células
hematopoiéticas de ratos, demonstrando que NAC tem capacidade de proteger o DNA das
células contra as lesdes induzidas por EROs, corroborando com os dados apresentados neste
estudo.

Foi observado que a administragdo de NAC resultou em redugdo significativa da
frequéncia de micronticleos induzida por [Cu(dox)(phen)]** provavelmente, devido a
capacidade desse agente de eliminar as EROs geradas pelo complexo, o que por sua vez

minimiza seu potencial genotoxico.

4.5 [Cu(dox)(phen)]** é indutor de recombinacio somatica

Para determinar as concentragdes usadas no teste SMART, um ensaio preliminar para
avaliacdo de sobrevivéncia foi conduzido com [Cu(dox)(phen)]**, no qual a toxicidade foi
determinada com base no nimero de larvas que ndo atingiram a idade adulta (Tabela 3) e as
concentragdes de CDP que induziram uma taxa de mortalidade inferior ou igual a 30% foram
escolhidos para o estudo, este valor foi escolhido com base na nogdo de que o niumero de
adultos emergentes deve ser suficientemente elevado para a implementagao dos tratamentos
(Carmona et al., 2011; Demir et al., 2013). Para o cruzamento ST, foram obtidas taxas de
sobrevida de mais de 80% para os controles ¢ nas concentragdes de 6,92 ¢ 13,84 mM de
[Cu(dox)(phen)]*"; na concentracio mais alta de CDP (27,67 mM), os descendentes ST
apresentaram uma taxa de sobrevida de 78%. Para os descendentes do cruzamento HB, todos
os compostos testados produziram taxas de sobrevivéncia superiores a 70%. O controle
positivo (DXR 0,4 mM) teve uma taxa de sobrevivéncia de 83% para o cruzamento ST e
80% para o cruzamento HB.

A Tabela 4 mostra os resultados das frequéncias de manchas dos descendentes MH e
BH do cruzamento ST apés tratamento com [Cu(dox)(phen)]*" nas concentracdes de 6,92;
13,84 e 27,67 mM, controle positivo DXR (0,4 mM) e negativo (4gua de osmose reversa).
Ao compararmos o total de manchas dos descendentes MH, do cruzamento ST, com o total
de manchas do controle negativo, foi encontrada diferenca significativa na concentragao de
6,92 mM, mas nenhuma diferenca significativa nas concentragdes de 13,84 mM e 27,67 mM.

Diante do diagnostico significativo na concentragdo de 6,92 mM, procedeu-se a analise dos
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descendentes BH oriundos do cruzamento ST, ao se comparar a frequéncia de manchas nos
descendentes BH com a frequéncia em MH foi observado 84,04% de recombinacao, para os
individuos tratados com [Cu(dox)(phen)]*" na concentracio de 6,92mM e 93,87% de

recombinagdo para o controle positivo (DXR 0,4mM).

Tabela 3 — Taxas de sobrevivéncia dos descendentes dos crozamentos padrao (ST) e de alta
bioativacdo (HB), apds exposi¢ao a diferentes concentragoes (6,92; 13,84; 27,67; 55,34 ¢
110,68 mM) de [Cu(dox)(phen)]*", bem como os controles possitivo (Doxorrubicina

0,4mM) e negativo (4gua osmose reversa), no teste SMART em Drosophila melanogaster.

Compostos quimicos e
concentracoes

[Cu(dox)(phen)]** 6,92mM 81% 80%
[Cu(dox)(phen)]** 13,84mM 81% 77%
[Cu(dox)(phen)]** 27,67mM 78% 75%
[Cu(dox)(phen)]** 55,34mM 75% 75%
[Cu(dox)(phen)]*" 110,68mM  62% 73%
Doxorrubicina 0,4mM (C+) 83% 80%
Agua Osmose reversa (C-) 97% 92%

ST HB

Acreditamos que a menor concentragdo de CDP apresentou maior atividade
recombinogénica devido a sua menor toxicidade. Nas maiores concentragdes (13,84 mM e
27,67 mM), acreditamos que os efeitos recombinogénicos foram suficientemente altos para
induzir apoptose, impedindo assim a detec¢do dessas células mutantes nas asas de D.

melanogaster.

A Tabela 5 mostra os resultados do tratamento nos descendentes MH ¢ BH do
cruzamento HB com CDP e as mesmas concentragdes mostradas anteriormente, bem como
seus respectivos controles positivo e negativo, onde apenas a concentracao de 27,67 mM foi
significativamente diferente do controle negativo, portanto, foram analisados os
descendentes BH. Quando comparados os descendentes de MH e BH, as mutagdes
representaram apenas 18,87% das diferencas, sendo os restantes 81,13% causados por
recombinagdo, 0 que sugere uma atividade recombinogénica para o complexo metalico
testado. Esse efeito recombinogénico € provavelmente devido a quebras na molécula de
DNA induzidas por [Cu(dox)(phen)]*".

Ao se comparar os descendentes MH e BH, do cruzamento ST, na concentragdo de

6,92 mM, as taxas de eventos mutagé€nicos e recombinogénicos foram de 15,96% e 84,04%
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respectivamente. Esses resultados sugerem que [Cu(dox)(phen)]** ¢ um agente recombinante
direto, pois desencadeia um aumento significativo no nimero de manchas no cruzamento
ST. A indugdo de danos ao DNA e apoptose foi observada em outro complexo de cobre(Il)
que também contém fenantrolina, [Cu(Hpr-norf)(Phen)Clz], que mostrava esta atividade
numa linhagem celular humana de leucemia mieloide aguda (KATSAROU et al., 2008).

Vidal et al., (2017) utilizaram o SMART para avaliar os efeitos da casiopeina (III)Ea
em células somaticas de D. melanogaster. Os autores detectaram atividade genotoxica para
a casiopeina (II1)Ea que foi dose ndo dependente, bem como morte celular por apoptose.
Outro estudo também relatou atividade genotdxica da casiopeina (III)Ea por meio do teste
Cometa, revelando fragmentacdo do DNA com subsequente morte celular induzida por dano
oxidativo (ALEMON-MEDINA et al., 2017).

Nos hemocitos de D. melanogaster, com base nos resultados dos testes Cometa e
SMART, nanoparticulas de cobre induzem quebras da dupla cadeia de DNA através de
estresse oxidativo (CARMONA et al., 2015). Resultados consistentes com os apresentados
neste estudo foram obtidos por Khabour et al., (2013), relatando niveis significativos de
aberragdes cromossdmicas e troca de cromatides irmas induzidas por dois complexos de
cobre através de um mecanismo de estresse oxidativo. Alguns complexos cobre- fenantrolina
também induzem trocas entre cromatides irmas por meio de um mecanismo oxidativo
derivado da intercalagdio (ALEMON-MEDINA et al., 2017).

Os descendentes do cruzamento HB produzem altos niveis de complexo enzimatico
antioxidante citocromo P450 (CYP450) (LEHMANN, 2003). CYP450 ¢ um complexo de
hemeproteinas envolvidas na monooxigenagao de uma ampla gama de substratos endobidticos
e xenobidticos (HWANG et al., 2001).

Kim et al., (2002) avaliaram a atividade antioxidante de CYP450 em microssomos
hepaticos de ratos na presencga de cobre(Il), constatando que sua atividade diminuia com o
aumento das concentragdes de Cu(Il), e que isso foi mais eficaz do que com outros cations.
Além disso, o cobre interage diretamente com as enzimas P450, induzindo uma alteragao
conformacional de P450 a P420 e reduzindo o conteudo de a-hélice. De acordo com outro
estudo, os ions de cobre podem interagir com enzimas P450 complexas através de alguma
ligagdo ndo especifica aos grupos de tiol ou aminodcidos, promovendo alteracdes
conformacionais que interferem com sua atividade catalitica (LETELIER., 2009).

Em um estudo com culturas humanas de hepatocitos, foi observado niveis elevados de
RNAm das enzimas antioxidantes CYP450 na presenga de maiores concentracdes de
complexos de cobre(Il), mas ndo foram detectados niveis significativos nas concentragdes

mais baixas (DVORAK et al., 2010). Campero-Peredo et al., (2016) avaliaram a interagio
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entre a casiopeina (II[)Ea com o complexo enzimatico citocromo P450, detectou atividade
prolongada e reduzida para o complexo enzimatico, indicando um efeito inibitdrio irreversivel

com um padrdo competitivo.

Como os complexos de cobre apresentam comportamento inibitorio do CYP450,
acreditamos que as menores concentragdes de [Cu(dox)(phen)]*" (6,92 e 13,84 mM), do
cruzamento HB, ndo apresentaram atividade devido a sua ligacao irreversivel com o sitio ativo
de CYP450, impedindo sua interagdo com o DNA. Entretanto, na concentracao de 27,67 mM,
os niveis de expressao do CYP450 foram insuficientes para interagir com toda a quantidade
de [Cu(dox)(phen)]** presente na solugdo, permitindo que as demais moléculas interagissem
com o DNA, induzindo assim o efeito recombinogénico.

Os agentes intercaladores e os agentes indutores de quebra de cadeia dupla de DNA sdo
causas importantes de recombinacdo (LEHMANN., 2003). A recombinagdo ¢ um tipo
importante de dano ao DNA que pode induzir a perda de heterozigose, levando a efeitos
citotoxicos subsequentes. Como tal, o SMART ¢ uma ferramenta 1til para avaliar os efeitos
mutagénicos que detecta com precisdo eventos mutagénicos e recombinogénicos. (LOPES et

al, 2015).
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Tabela 4 - Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH) de Drosophila melanogaster, derivados do
cruzamento padrio (ST) e tratados com [Cu(dox)(phen)]*" (6,92, 13,84 ou 27,67 mM), controle positivo (0,4 mM DXR) e controle negativo (d4gua de osmose reversa).

Manchas por individuo (No. de manchas) diagnostico estatistico®

. . Média das Frequéncia de inducio de manchas
Simples Simples Total de Total classes de 10° cél divis3 Iular
Genotipos e Numero pequenas grandes Gémeas manchas manchas tam. clones (por céls por divisdo celular®)
tratamentos  individuos  (1-2 céls)® (>2 céls) mwh mwh™ correcio por Com corregio por ~ Recombinagio®
(mM) (N) m=2 m=5 m=5 m=2 (n) (7) tamanho tamanho (%)
mwh/flr 3
Contr. Neg. 60 1,02 (61) 0,15 (9) 0,00 (0) 1,17 (70) 70 1,74 2,39 2,00
DXR 0,4 60 2,07 (124) + 5,53 (332) + 232(139) + 9,92(595) + 528 3,98 {4,32} 18,03 {15,64} 71,00{78,04} 94,87
CDP 6,92 60 1,65(99) + 0,55@33) + 0,032 i 223(134) + 134 2,04 {2,36} 4,58 {2,19} 4,70{2,80} 84,04
CDP 13,84 60 0,97 (58) - 0,20(12) i 0,03 (2) i 1,20 (72) - 72 1,79 {3,50} 2,46 {0,07} 2,13{0,19}
CDP 27,67 60 1,L18 (71) + 0,20 (12) i 0,02 (1) i 1,40 (84) - 84 1,81 {2,14} 2,87 {0,48} 2,51{0,53}
mwh/TM3
Contr. Neg. 40 0,88 (35) 0,10 (4) f 0,98 (39) 39 1,69 2,00 1,61
DXR 0,4 40 1,70 (68) *+ 043 (17) + 2,13 (85) + 85 1,74 {1,78} 4,35 {2,36} 3,64 {2,03}
CDP 6,92 40 0,50 20) - 0,05(Q) i 0,55 (22) - 22 1,41 {2,06} 1,13 -{0,87} 0,75 -{0,91}

Moscas trans-heterozigotas marcadas (mwh/flr’) e heterozigotas balanceadas (mwh/TM3) foram avaliadas

aDiagn(')stico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m= fator para resultados significantemente negativos. Nivel de significancia p < 0.05.

bIncluindo manchas simples fIr 3 raras.

c . . R
Considerando clones mwh de manchas simples e gémeas.

dFrequéncia de formacgdo de clones: clones/moscas/48,800 células (sem corre¢do de tamanho) Frei et al. (1992).

€Calculado como {[DXR isolada — (DXR + [Cu(dox)(phen)]>")] /DXR} x 100, de acordo com Abraham (1994)

f
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Tabela S - Frequéncia de manchas mutantes observadas nos descendentes trans-heterozigotos marcados (MH) e heterozigotos balanceados (BH) de Drosophila melanogaster, derivados do
cruzamento de alta bioativagio (HB) e tratados com [Cu(dox)(phen)]** (6,92, 13,84 ou 27,67 mM), controle positivo (0,4 mM DXR) e controle negativo (dgua de osmose reversa).

Manchas por individuo (No. de manchas) diagnostico estatistico®

Média das Frequéncia de inducio de manchas

Simples Simples Total de Total classes de s RS d
Genotipos e Nimero pequenas grandes Gémeas manchas manchas tam. clones (por 107 céls por divisdo celular?)
tratamentos  individuos  (1-2 céls)” (>2 céls)" mwh* mwh® Sem correcio por Com correcio por Recombinacio®
(mM) (N) m=2 m=>5 m=>5 m=2 (n) () tamanho tamanho (%)

mwh/flr 3
Contr. Neg. 60 1.08(65) 0.13(8) 0.00(0) 1.22(73) 73 1.66 2.49 1.97
DXR 0.4 mM 60 1.32(79) - 9.15(549) + 0.72(43) + 11.18(671) + 661 5.14 {557} 22.58{20.08} 198.89{238.73} 98.71
CDP 6.92 mM 60 1.20(72) - 0.30(18) + 0.05(3) i 1.55(93) - 90 1.89 {2.88} 3.07{0.58} 2.85{1.07}
CDP 13.84 mM 60 1.17(70) - 0.12(07) i 0.07 (4) i 1.35(81) - 78 1.67 {1.80} 2.66{0.17} 2.11{0.15}
CDP 27.67 mM 60 1.65(99) + 0.22(13) i 0.03(2) i 1.90(114) + 108 1.79 {2.06} 3.69{1.20} 3.18{1.24} 81.13
mwh/TM3
Contr. Neg. 40 0.55(22) 0.05(02) ! 0.60(24) 24 1.75 1.23 1.03
DXR 0.4 mM 40 0.65(26) - 0.25(10) * 0.90(36) + 36 2.47 {3.92} 1.84{0.61} 2.56{2.32}
CDP 27.67 mM 40 0.43(17) - 0.03(1) i 0.45(18) - 18 1.39 {2.83} 0.92{0.92} 0.60{1.64}

Moscas trans-heterozigotas marcadas (mwh/fIr°) e heterozigotas balanceadas (mwh/TM3) foram avaliadas
aDiagnéstico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m= fator para resultados significantemente negativos. Nivel de significancia p < 0.05.
bIncluindo manchas simples f7 ? raras.

c . . A
Considerando clones mwh de manchas simples e gémeas.

dFrequéncia de formacgdo de clones: clones/moscas/48,800 células (sem corre¢do de tamanho) Frei et al. (1992).
€Calculado como {[DXR isolada — (DXR + [Cu(dox)(phen)]*")] /DXR} x 100, de acordo com Abraham (1994)

f . T . ~ .
Apenas manchas simples mwh podem ser observadas nos individuos heterozigotos mwh/TM3 uma vez que o cromossomo balanceador niio contém o gene mutante f7r .
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5 Conclusao

Nas condigdes e concentragdes experimentais utilizadas neste estudo foi demonstrado
que [Cu(dox)(phen)]* possui boa permeabilidade pela membrana plasmatica e boa
solubilidade em meio aquoso, mostrando maior capacidade de interagdo com o DNA, além
disso, foi verificado que [Cu(dox)(phen)]*" ¢ citotoxico contra duas linhagens celulares de
cancer murino (TG180 e B16F10), com seletividade significativa para melanoma B16F10 e
menos citotdxico contra uma linhagem celular derivada de macréfagos nao-tumorigénicos
RAW 264.7, sugerindo menor toxicidade contra as células saudaveis do paciente. A
administracdo de N-acetil-L-cisteina resultou na inibi¢do significativa dos efeitos citotoxicos
do composto, o que ¢ um indicativo de um mecanismo mediado por espécies reativas de
oxigénio. O complexo de cobre também induziu a formacao de microntcleos, confirmando a
inducdo de danos ao DNA, possivelmente a partir de mecanismos de danos oxidativos. Os
resultados dos testes in vivo mostraram que [Cu(dox)(phen)]*" possui alto potencial
quimioterapico, pois foi capaz de reduzir significativamente o tamanho dos tumores
implantados sarcoma S180 e Ehrlich. O teste SMART mostrou que [Cu(dox)(phen)]*" é um
agente recombinogénico direto, independente da bioativagdo, uma vez que o
[Cu(dox)(phen)]* aumenta significativamente o nimero de manchas mutantes em ambos 0s
cruzamentos ST e HB, com um aumento de mais de 80% na taxa recombinogénica quando
comparados os descendentes de MH e BH, demonstrando que [Cu(dox)(phen)]** tem como
alvo principal de agdo a molécula de DNA. Conclui-se, portanto, que o [Cu(dox)(phen)]*" é
um candidato promissor para o desenvolvimento de novas drogas quimioterapicas, uma vez

que apresentou comportamento seletivo para células tumorais e possui seletividade satisfatoria

para atravessar a membrana e chegar ao DNA, seu principal alvo de agao.
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