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RESUMO

O Cancer de Prostata (CaP), mundialmente e no Brasil, é a segunda causa de morte
por cancer em homens. O tratamento dos casos avangados é baseado no uso de
quimioterapicos, os quais carecem de especificidade, ao causarem efeitos colaterais
indesejaveis, e de eficacia, devido aos mecanismos de resisténcia desenvolvidos
pelas células tumorais. Complexos de cobre sdo agentes terapéuticos antitumorais
promissores, uma vez que suas propriedades farmacolégicas podem ser ajustadas
com a alteragdo da natureza dos atomos do ligante e do doador. Apresentam atividade
antitumoral, intercalando no DNA, promovendo o estresse oxidativo e induzindo a
apoptose. Nesse estudo, objetivamos avaliar os efeitos celulares de dois complexos
metalicos de cobre sobre as linhagens prostaticas PNT-2 (ndo tumorigénica), LNCaP
(CaP horménio-responsiva) e PC-3 (CaP resistente a castragdo - CRPC). A viabilidade
celular foi avaliada pelo método MTT e a capacidade de interagcdo com o DNA foi
predita in silico por docking molecular. O ensaio de degradacdo de DNA plasmidial foi
usado para verificar a capacidade dos complexos de interagir e clivar o material
genético. Em seguida, os niveis de expressdo dos marcadores de proliferagédo celular
Ki-67 e Ciclina D1 foram analisados por citometria de fluxo na linhagem LNCaP apos
o tratamento com os Complexos 1 e 2 no periodo de 48h. Os resultados indicaram
que os complexos apresentaram atividade citotdéxica contra as linhagens tumorais
sendo seletivos as células LNCaP. A analise in silico revelou a possibilidade de os
complexos apresentarem afinidade com o DNA. Verificou-se preferéncia de ligacao
pelo sulco menor e a ordem crescente dos compostos ancorados com melhor
pontuacao foi 1>2. Estes clivaram o DNA plasmidial induzindo a forma Il (circular) no
gel. Contudo, na presenca de H202, apenas o Complexo 1 promoveu clivagem nas
duas fitas do DNA plasmidial (forma lll ou linear). Além disso, os resultados obtidos
demonstraram que o Complexo 1 foi capaz de reduzir de forma significativa os niveis
de expressao de Ki-67 e Ciclina D1, inibindo a proliferagao celular na linhagem tumoral
hormonio-responsiva. Por outro lado, o Complexo 2 foi capaz de reduzir somente a
expressao de Ciclina D1. Portanto, nossos resultados sugerem que os Complexo 1 e
2 possuem potencial quimioterapéutico, o que os tornam promissores para o
desenvolvimento de novos farmacos antitumorais para o tratamento do CaP.

Palavras-chave: Cancer de Préstata. Complexos de cobre. Quimioterapia.

Citotoxicidade.



ABSTRACT

Prostate Cancer (PCa) is the second leading cause of cancer death in men worldwide
and in Brazil. The treatment of advanced cases is based on the use of chemotherapic
drugs, which lack specificity, as they cause undesirable side effects, and efficacy, due
to resistance mechanisms developed by tumor cells. Copper complexes are promising
antitumor therapeutic agents, since their pharmacological properties can be optimized
by changing the nature of the ligand and donor atoms. They exhibit antitumor activity
by intercalating into DNA, promoting oxidative stress, and inducing apoptosis. In this
study, we aimed to evaluate the cellular effects of two copper metal complexes on the
prostatic lineages PNT-2 (non-tumorigenic), LNCaP (hormone-responsive PCa) and
PC-3 (castration-resistant PCa - CRPC). Cell viability was assessed by MTT method
and the ability to interact with DNA was predicted in silico by molecular docking. The
plasmid DNA degradation assay was used to verify the ability of the complexes to
interact and cleave the genetic material. Then, the expression levels of cell proliferation
markers Ki-67 and Cyclin D1 were analyzed by flow cytometry in the LNCaP lineage,
after treatment with Complexes 1 and 2 within 48h. The results indicated that the
complexes showed cytotoxic activity against the tumor cell lines and were selective for
LNCaP cells. The in silico analysis revealed the possibility that the complexes present
affinity with DNA. Binding preference was found for the minor groove and the
ascending order of the best scoring anchored compounds was 1>2. The complexes
cleaved the plasmid DNA inducing form Il (circular) on the gel. However, in the
presence of H20,, only Complex 1 promoted cleavage in both strands of plasmid DNA
(form Il or linear). Furthermore, the results obtained demonstrated that Complex 1
significantly reduced the expression levels of Ki-67 and Cyclin D1, inhibiting cell
proliferation in the hormone-responsive tumor lineage. On the other hand, Complex 2
was able to reduce only the expression of Cyclin D1. Therefore, our results suggest
that Complexes 1 and 2 have chemotherapeutic potential, which makes them
promising for the development of new antitumor drugs for the treatment of PCa.

Keywords: Prostate Cancer. Copper complexes. Chemotherapy. Cytotoxicity.



Abreviaturas e Siglas

anti-lgG = Anticorpos do tipo imunoglobulina G

bipy = 2,2’bipiridina

°C = Graus Celsius

CaP = Cancer de Prostata

CDK = Proteinas quinases serina/treonina

CO2 = Didéxido de Carbono

Complexo 1 = acido 4-fluorofenoxiacético hidrazida(1,10-Fenantrolina)-bis(perclorato)
cobre(ll)

Complexo 2 = 4-nitrobenzidrazida(1,10-Fenantrolina)-bis(perclorato) cobre(ll)
monohidratado

CRPC = Cancer de Prostata resistente a castracao

Cu = Cobre

DNA = Acido desoxirribonucleico

DMSO = Dimetilsulféxido

DOC = Docetaxel

EGF = Fator de Crescimento Epidérmico

EROs = Espécies reativas de oxigénio

FITC = Isotiocianato de fluoresceina

G1 = Fase do ciclo celular - sintese de pré-DNA,

G2 = Fase do ciclo celular - crescimento celular

H202 = Perdxido de hidrogénio

HPB = Hiperplasia prostatica benigna

IC50 = concentracao que inibe 50% do crescimento celular em relagao ao controle
INCA = Instituto Nacional do Cancer

IS = indice de seletividade

Ki-67 = Nucleoproteina relacionada a sintese de RNA ribossémico
LNCaP = Linhagem Celular de Cancer de Préstata hormonio-responsiva
M = Fase do ciclo celular - mitose

MCRPC = Carcinoma de Préstata Metastatico Resistente a Castragao
ML = Microlitros

MM = Micro Molar

Mg/mL = Micrograma por mililitro



mL = Mililitros

M.M = Massa Molar

MTT = teste de 3- (4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil brometo de tetrazolina
ng = Nanograma

Nhel = Enzima de restricao

nm = Nanémetro

*OH = Radicais hidroxila

OMS = Organizagao Mundial da Saude

PAP = Fosfatase Acida Prostatica

PBS = Solugéo Salina Tamponada de Fosfato

PC-3 = Linhagem Celular de Cancer de Prostata horménio-refrataria
PE = Fluorocromo

phen = 1,10-fenantrolina

PNT-2 = Linhagem Celular de Céncer de Prostata ndo tumorigénica
% = Porcentagem

PSA = Antigeno Prostatico Especifico

4-FH = 4-fluorofenoxiacético hidrazida

4-NH = 4-nitrobenzidrazida

rom = Rotacao por Minuto

S = Fase do ciclo celular - sintese de DNA

RPMI-1640 = Meio de Cultura Celular Roswell Park Memorial Institute medium

3D = Espaco Tridimensional
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INTRODUGAO

O cancer é a segunda causa de morte no mundo, responsavel por mais de 9
milhdes de o&bitos em 2018 (OPAS/OMS, 2020). Nas Américas, conforme dados
publicados pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) em fevereiro de 2020, 3,8
milhdes de pessoas foram diagnosticadas com cancer, com 1,4 milhdo de mortes em
2018 (OPAS/OMS, 2020). No Brasil, em 2019, foram registrados 15.983 6bitos, por
cancer de prostata (CaP), valor correspondente ao risco de 13,1% a cada 100 mil
homens. Calcula-se, em média, mais de 600.000 casos novos de cancer em cada ano
do triénio 2020-2022, sendo que o CaP sera o segundo mais incidente, com 66.000
diagnosticos (INCA, 2021).

Os hormonios esteroides e seu metabdlito ativo 5a-Dihidrotestosterona séo
responsaveis por controlarem a progressdo do CaP, estimulando a sinalizagdo do
receptor de androgeno (AR) nas células transformadas, o qual controla a transcri¢ao
de genes que regulam diferentes vias de sinalizagdo. A estratégia farmacolégica
utilizada na doenga localmente avangada e metastatica € a quimioterapia e a terapia
de privacdo de andrégenos (ADT). Nesta sdo utilizados tratamentos no intuito de
diminuir os niveis de horménios por meio da castragdo cirurgica ou quimica. A ADT
controla a progressao da doenga, porém, apos 2 a 3 anos, os tumores podem resistir
a terapia, o que caracteriza o CaP resistente a castragao (CRPC) (MUNKLEY et al.,
2019; LU et al., 2020; ONCOGUIA, 2020). De fato, cerca de 10% a 20% dos canceres
prostaticos refratam para CRPC e 84% dos recém diagnosticados com CRPC
apresentam metastases. Assim, a sobrevida desses pacientes varia entre 15 a 36
meses (WADE; KYPRIANOU, 2018).

A quimioterapia desempenha papel crucial no tratamento do CaP,
especialmente o metastatico. Contudo, debilita os pacientes devido aos efeitos
colaterais como nauseas, perda de cabelo e imunodeficiéncia, comprometendo a
eficacia terapéutica (ONCOGUIA, 2020). Além disso, a resisténcia a ADT e a
quimioterapia se torna um grande desafio no tratamento dos pacientes (WADE;
KYPRIANOU, 2018). Nesse quadro s&do descritos mecanismos intrinsecos ou
adquiridos de resisténcia. No intrinseco, ndo ha resposta a partir do primeiro ciclo,
uma vez que os fatores que medeiam a resisténcia ja se encontram presentes nas
células tumorais (ALTSCHULER; STOCKERT; KYPRIANOU, 2021). Por outro lado,
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quando adquirido, as células tumorais sofrem alteracbes moleculares para se
adaptarem, evoluindo para uma doencga grave e, em geral, letal (LIM; MA, 2019).

Portanto, o desenvolvimento de prototipos antitumorais seletivos e menos
toxicos € essencial para o tratamento de tumores, sendo imprescindivel o
desenvolvimento de novos medicamentos que possibilitem o tratamento efetivo dos
pacientes. O cobre, um oligoelemento, € encontrado em todos os organismos vivos,
participando de reag¢des de oxirredugao. Possui papel importante para a fungcédo de
enzimas e proteinas envolvidas no metabolismo energético, na respiracao e sintese
de DNA, como citocromo oxidase, superdxido dismutase, ascorbato oxidase e
tirosinase (TISATO et al., 2010). Complexos de cobre vém sendo explorados com o
intuito de melhor caracterizar suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas (SILVA
et al.,, 2011; LOPES et al., 2018; RUTA et al., 2021). Seu uso ¢ justificado pelo cobre
ser um metal enddgeno essencial ao organismo, o que pode reduzir os efeitos
colaterais sistémicos. Além disso, como o metal é importante em diferentes vias
metabdlicas e estas encontram-se hiperativadas em células transformadas, seu
influxo é favorecido em tumores, o que pode aumentar sua biodisponibilizagao
(TISATO et al., 2010; CATER et al., 2013; SAFI et al., 2014). Complexos de cobre tém
a capacidade de clivar a molécula de DNA, inibir a proliferagao e o proteassoma, além
de induzir a apoptose celular (CROSS et al., 2018; PELLEI et al., 2020).

Paixao e colaboradores (2017) sintetizaram, previamente, dois complexos
ternarios de cobre, quais sejam Complexo 1 e Complexo 2, a fim de serem avaliados
quanto a sua atividade antitumoral. Considerando as atividades bioldgicas ja descritas
para protétipos de cobre por nosso grupo de pesquisa (POLLONI et al., 2019; LIMA,
2019; MACHADO, 2019; BONTEMPO, 2020;), hipotetizamos que estes complexos
sejam citotoxicos e seletivos a linhagens celulares de CaP, sobretudo a do modelo de

CRPC abrindo novos caminhos para o tratamento oncoldgico.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a capacidade de dois complexos de cobre de interferirem em
mecanismos tumorigénicos em linhagens celulares prostaticas e de interagirem com
o DNA.

Objetivos Especificos

e Avaliar a viabilidade das linhagens celulares prostaticas PNT-2 (nao
tumorigénica), LNCaP (tumoral hormédnio-responsiva) e PC-3 (tumoral
resistente a castragédo) apds tratamento com os complexos de cobre(ll);

e Calcular os valores de IC50 (concentragdo que inibe 50% do crescimento
celular) e indice de seletividade de cada complexo metalico de cobre (ll)
comparando-0s;

e Predizer, por meio de analises in silico, a interagao dos complexos de cobre(ll)
com o DNA;

e Avaliar a capacidade dos complexos de interagirem e clivarem o DNA,;

e Avaliar a capacidade dos complexos de cobre(ll) de alterarem a expressao de

marcadores de proliferagcdo em linhagem tumoral;
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CAPITULO 1: REFERENCIAL TEORICO
1. A glandula prostatica

A prostata consiste em uma glandula acesséria do sistema genital masculino,
medindo aproximadamente 4 cm de largura, 3 cm de altura e 2 cm de profundidade.
Encontra-se posicionada abaixo da bexiga circundando a parte prostatica da uretra
(Figura 1). Cresce lentamente desde o nascimento até a puberdade, expandindo-se
com rapidez sob estimulo hormonal e permanecendo estavel dos 30 até por volta dos
45 anos (TORTORA; NIELSEN, 2012). E responsavel por secretar o liquido prostatico,
o qual neutraliza, durante a ejaculagdo, a acidez do sémen e do canal vaginal,
auxiliando na fertilizagdo bem-sucedida do évulo (GUYTON; HALL, 2006; SARRIS et
al., 2018).

Figura 1: Representagéo da localizagdo anatdmica da Glandula Prostatica.

W

Urater

L\
esquerdo ' |
Qsso do f
quadril (seccionado) ‘f‘,
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= Ducto deferente
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da uretra
Ducto da glandula seminal
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Ducto ejaculatorio
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Glandula bulbouretral
(de Cowper)

Bulbo do pénis

Corpos cavernosos do pénis
Corpo esponjoso do pénis

Parte esponjosa (peniana)
da uretra

Fonte: Tortora; Nielsen (2012).

Histologicamente, o 6rgdo é composto por tecido glandular dividido em trés
zonas distintas: a periférica, a central e a de transig¢ao, além do estroma composto por
musculo liso (CASTRO et al., 2011; LEE; PEEHL, 2004). Ademais, sao definidos trés

tipos celulares no epitélio prostatico, quais sejam: as células basais, neuroenddcrinas



13

e luminais ou colunares (HUMPHREY, 2017). As células epiteliais da zona periférica
produzem o antigeno especifico da préstata (PSA). Este € uma serina protease que
possui como principal fungéo liquefazer o coagulo seminal, 0 que permite a liberagao
dos espermatozoides (CASTRO et al., 2011; PEREZ-IBAVE; BURCIAGA-FLORES;
ELIZONDO-RIOJAS, 2018).

Frequentemente, a prostata € acometida por trés tipos de doencgas: prostatites,
hiperplasia prostatica benigna (HPB) e o CaP (TANVEER et al., 2019). A prostatite
consiste em um disturbio inflamatério com aumento das células no parénquima
prostatico, podendo ser uma infecgdo bacteriana aguda ou crénica (OLIVEIRA;
AMARAL; FERRAZ, 2005; XIONG et al., 2020). A HPB é considerada uma das
doengas mais comuns em homens e sua incidéncia esta diretamente relacionada com
a idade, sendo frequente acima dos 50 anos (LIU et al., 2020). Caracteriza-se pelo
aumento do volume da zona de transigéo glandular com obstrugao no fluxo da urina.
(LEE; PEEHL, 2004; FOO, 2017; FOO, 2019; CASTRO et al., 2011; LEE; PEEHL,
2004). Ja a maioria dos CaP acontece na zona periférica representando cerca de 75%
dos casos (WANG et al., 2018).

2. Cancer: definicao e dados epidemiolégicos

Caracterizado como uma doenga genética, o cancer é resultado de
modificagdes no DNA que culminam em células proliferativas progressivamente
alteradas. Portanto, a carcinogénese € um processo lento, intimamente relacionado a
instabilidade gendmica, amplificagbes e mutagdes génicas, mecanismos
epigenéticos, quebras e perdas cromossOmicas. Envolve, essencialmente, genes
supressores de tumor (envolvidos com o reparo do DNA, controle do ciclo celular e
apoptose), e proto-oncogenes (promotores da divisao celular) (DANTAS et al., 2009).
Nesse contexto, neoplasias sdo inerentemente proliferativas classificadas em
benignas e malignas. Nos tumores benignos, o crescimento celular é controlado, com
o aumento local e auto delimitado de células nos tecidos acometidos. Apresentam
caracteristicas semelhantes a sua origem com algumas altera¢gdes em sua forma e
funcdo. Causam, em geral, compressao de 6érgéos e tecidos adjacentes (BABA;
CATOI, 2007; INCA, 2011).

A distingédo entre os tumores malignos e benignos é desafiadora e relevante na

patologia do cancer (COOPER, 2000). Nos tumores malignos, a proliferagdo anormal
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€ potencialmente invasiva, infiltrando vasos linfaticos e sanguineos e atingindo tecidos
vizinhos, o que caracteriza as metastases. Em comparagcdo com as células normais,
as células cancerosas apresentam diferengas morfoldgicas, moleculares e funcionais
como: polimorfismo; aneuploidias; citoesqueleto reduzido ou desorganizado; intensa
sintese de biomoléculas como fatores de crescimento; estresse do reticulo
endoplasmatico; inibicdo da apoptose e indiferenciacdo celular. Competem, com
sucesso, por nutrientes e sinais de sobrevivéncia ao amplificarem, em sua superficie,
diferentes receptores. Em geral, o grau de diferenciagdo dos tumores malignos esta
diretamente relacionado com seu ritmo de crescimento. Portanto, quanto mais
indiferenciada a célula, maior sera o grau de malignidade, impossibilitando, muitas
vezes, a identificacéo do tecido do tumor primario (BABA; CATOI, 2007; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2012).

Ademais, no cancer ha a geragao de novos vasos sanguineos ou angiogénese,
a qual desempenha papel importante no crescimento, manutencao e metastase do
tumor. Inicia-se a partir dos capilares pré-existentes e pode ser induzida atraves de
um ou mais dos seguintes mecanismos: (i) brotacdes endoteliais gerando neovasos;
(i) angiogénese intussusceptiva em que um vaso preexistente se divide em dois; (iii)
vasculogénese com o recrutamento de células progenitoras endoteliais ou de células
hematopoiéticas provenientes da medula éssea; (iv) mimetismo vascular com a
conducao de nutrientes e oxigénio pelas células cancerosas) e (v) transdiferenciacao
de células-tronco cancerigenas em células endoteliais. Em tumores, esses processos
ocorrem de forma desregulada, levando a formagédo de neovasos disfuncionais
(LUGANO; RAMACHANDRAN; DIMBERG, 2020; OLLAURI-IBANEZ et al., 2020).

Mundialmente, em 2020, ocorreram cerca de 19,3 milhdes de casos novos de
cancer e 9,96 milhdes de obitos. Estima-se, para o ano de 2040, um aumento de
aproximadamente 10,9 milhdes de casos (49,7%) e 6,2 milhées de 6bitos (IARC,
2020). Nos Estados Unidos, foram diagnosticados, em 2020, em torno de 1,8 milhdes
de novos canceres com 606 mil mortes (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020).

De acordo os dados do Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da
Silva (INCA), na populagao brasileira, dentre os 625 mil novos casos estimados para
o triénio 2020-2022, o cancer de pele ndo melanoma acometera 177 mil individuos.
Os canceres de mama e préstata representam o segundo e terceiro lugar
respectivamente, com estimativa aproximada de 66 mil casos novos para cada um

desses tumores. Demograficamente, a regido Sudeste possui a maior taxa de
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incidéncia (60%), seguida das Regides Nordeste (27,8%) e Sul (23,4%.) A Tabela 1
apresenta a distribuicdo dos dez tipos de canceres mais incidentes no Brasil para o

triénio 2020-2022, excetuando o cancer de pele ndo melanoma (INCA, 2019).

Tabela 1: Dados referentes a incidéncia de tumores na populagao brasileira estimados para o triénio
2020-2022.

Prostata 65.840 29.2% Homens Mulheres Mama femninina 66.260 29.7%
Calon e reto 20.520 91% Célon e reto 20.470 9.2%
Tragueia, bronguio e pulmao 17.760 7.9% Colo do itero 16.590 T4%
Estmago 13.360 5.9% Tragueia,bronquio e pulméo 12.440 5,6%
Cavidade oral 11.180 3.0% Glandula tiregide 11.950 54%
Ezdfago 8.690 3.9% Estdmago 7.870 3.5%
Bexiga 7.590 34% Ovirio 6.650 3.0%
Linfoma né&o Hodgkin 6.580 29% Corpo do dtero 6.340 2.9%
Laringe 6.470 2.9% Linfoma ndo Hodgkin 5.450 2.4%
Leucemias 5.920 2,6% Sisterna nervoso central 5.220 2,3%

“Ndmeres arredondados para miltiplos de 10.

Fonte: INCA (2019).

Os valores demonstram numeros ainda crescentes e, portanto, evidenciam o
cancer como problema de saude publica mundial. Para essa doenga, além dos gastos
financeiros, destaca-se também a presséo fisica e emocional imposta aos pacientes
(WHO, 2018), o que demanda o avango das pesquisas dedicadas ao seu diagndstico

precoce e tratamento eficaz.

3. Cancer de Préstata (CaP)

3.1. Incidéncia

O CaP foi relatado pela primeira vez em 1853 pelo Dr. Adams, cirurgidao do
Hospital de Londres (ADAMS, 1853; NADER; EL AMM; ARAGON-CHING, 2018). Em
2018 foram quase 1,3 milhdo de novos casos e 359.000 mortes no mundo. Nesse
mesmo ano, o CaP foi o mais frequentemente diagnosticado no sexo masculino em
mais da metade dos paises do mundo, incluindo as Américas, Oeste da Europa,
Austrélia, Africa Subsaariana e Nova Zelandia (BRAY et al., 2018). Nos Estados
Unidos, é a neoplasia visceral mais comumente diagnosticada (LUDWIG et al., 2016),
sendo que em 2020 estimam-se, aproximadamente, 191,3 mil casos novos,
correspondendo 1 em cada 5 novos diagnésticos (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2020).
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E um tumor comum nos paises desenvolvidos, particularmente devido &
eficiente detecgdo da doenga. Em locais que apresentam indice sociodemografico
baixo a médio, as chances de diagnostico aos 79 anos sdo 1 em 47. Ja em paises
com alto indice sociodemografico as chances sédo 1 em 6 (Global Burden of Disease
Cancer Collaboration, 2017).

No Brasil, o CaP é a segunda causa de morte relacionada por cancer em
homens (LUDWIG et al., 2016). As estimativas indicam a ocorréncia de 65.840 mil
(29,2%) casos novos em cada ano do triénio 2020-2022, correspondendo a 62,95
casos novos a cada 100 mil homens. Demograficamente, esta presente em todas
regides brasileiras. A Regido Nordeste apresenta maior risco estimado, 72,35 a cada
100 mil homens (INCA, 2019).

3.2. Fatores de risco

Apesar de ser uma doenca amplamente diagnosticada, sua etiologia
permanece pouco compreendida. O principal fator de risco é a idade, sendo frequente
em homens a partir dos 65 anos (RAWLA, 2019). Também se destacam historico
familiar, predisposicédo genética, etnia, tabagismo, obesidade, hipertensdo e
sedentarismo (GANN, 2002; MULLINS; LOEB, 2012; SARRIS et al., 2018; KAISER et
al., 2019; LESLIE et al., 2020).

O histérico familiar € um fator de risco importante no desenvolvimento do CaP.
Homens com parentes de primeiro grau (pai ou irméos) diagnosticados com a doenga
tém um risco aumentado em até duas vezes de desenvolvé-la (HEMMINKI; CZENE,
2002; BRANT; SUNDQUIST; HEMMINKI, 2012; PENER et al., 2018). Além disso, a
predisposicao genética contribui fortemente para a ocorréncia desse tumor, sendo que
as mutagdes nos genes de reparo ao DNA, BRCAT1 (breast cancer 1) e BRCAZ2 (breast
cancer 2) sao frequentemente associadas ao CaP (NIENTIEDT et al., 2017; NYBERG,
et al., 2020).

As altas taxas de CaP entre homens de ascendéncia africana evidenciam a
influéncia étnica (BRAY et al., 2018). Para esses homens a incidéncia €, em média, o
dobro da registrada para caucasianos. Além disso, tendem a apresentar lesbes mais
avangadas com pior prognoéstico (CRAWFORD, 2009). Ainda, n&o esta claro o porqué
dessas diferengas consideraveis, apesar de estudos apontarem que estejam
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relacionados a combinagéo de variagdes genéticas, diferencas no estilo de vida dos
pacientes e acesso a assisténcia médica (TOMS et al., 2016).

O tabagismo eleva o risco ao CaP, além de contribuir para sua progressao e
para a mortalidade por essa doenca. Embora os mecanismos biolégicos subjacentes
a essas associagdes nao estejam estabelecidos, estudos demonstram que a alteragéo
no comprimento dos teldmeros das células prostaticas possivelmente pode ser
influenciada pelo tabagismo, indicando maior instabilidade genética com a promogao
de um fendtipo mais agressivo (JOSHU et al., 2018).

A obesidade e a hipertensao também se relacionam ao CaP, sobretudo a
lesdes avancadas. Por fim, paises em que a populacdo consume excessivamente
gorduras apresentam maiores taxas de mortalidade por essa doenca (FERRO et al.,
2017; DI FRANCESCO et al.,, 2019). Nesse contexto, estudos epidemioldgicos
demonstraram que homens que praticam exercicios fisicos, reduzindo o
sedentarismo, apresentam menor risco de desenvolver tumores prostaticos. A
atividade fisica atua em diferentes processos bioldgicos incluindo vias hormonais e
anti-inflamatérias, as quais se relacionam diretamente a ocorréncia do cancer (PENAR
et al., 2019). Nesse cenario, € nitida a importancia do fator comportamental no
desenvolvimento do CaP, sendo que de 30% a 50% dos canceres podem ser
prevenidos. Além disso, a mortalidade pode ser reduzida por meio da deteccao
precoce da doenga com maiores chances de cura quando tratada de forma adequada
(WHO, 2018).

3.3. Diagnéstico, estadiamento e tratamento

Os sintomas do CaP, quando presentes, assemelham-se aos de outras
patologias como micgédo frequente com dificuldades em iniciar e manter um fluxo
urinario constante, nocturia, hematuria e disuria. Também pode causar compressao
da medula espinhal, resultando em formigamento, dor, fraqueza nas pernas,
incontinéncia urinaria e fecal, disfungdo sexual, dor durante a ejaculagdo ou
impoténcia sexual. Quando metastatico, sdo registradas dores 6sseas nas costelas,
quadris, vértebras e na parte proximal do fémur (NIEDER et al., 2010; SUZMAN;
BOIKOS; CARDUCCI, 2014; PARNHAM; SEREFOGLU, 2016; WANG et al., 2018;
LESLIE et al., 2020).
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O diagnéstico € realizado mediante a dosagem do PSA e toque retal,
confirmado através da biopsia guiada pela ultrassonografia transretal (KHANDURI et
al, 2017). O rastreamento periddico € de extrema importancia para sua identificagéo
precoce, quando a doenga ainda é assintomatica (ONCOGUIA, 2018). Estudos
conduzidos entre os anos 2009 e 2015 demonstraram que aproximadamente 100%
dos pacientes diagnosticados com CaP localizado apresentaram sobrevida média de
5 anos. Contudo, somente 31% dos pacientes diagnosticados ja com metastases
atingiram sobrevida global de 5 anos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020).

O PSA é uma serina protease de 33 KDa codificado pelo gene KLK3 (calicreina
humana 3) localizado no cromossomo 19q 13.3-13.4, sendo regulado por
androgenos. O epitélio ductal e acinar da prostata é responsavel pela sua produgéao e
secrecdo. Inicialmente purificado e caracterizado pelo Dr. T. Ming Chu e seus
colaboradores, o PSA se tornou uma das descobertas mais importantes do século XX.
Foi aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) em 1986 para avaliar a
progressao do CaP em homens ja diagnosticados com a doencga. Posteriormente, em
1994, o FDA também aprovou a dosagem sérica do PSA combinada ao toque retal na
deteccao do CaP (KOHAAR; PETROVICS; SRIVASTAVA, 2019).

Na década de 90, a utilizacdo do PSA revolucionou o panorama da doenca,
com um aumento no numero de casos diagnosticados precocemente e das chances
de cura nos Estados Unidos, Europa, Canada, Australia e em varios paises nordicos.
A partir dos anos 2000, essa também se tornou uma realidade no Brasil (BRAY et al.,
2018). Contudo, a dosagem de seus niveis séricos ainda é inespecifica, uma vez que
também se encontra elevada em doengas ndo malignas como prostatites e HPB
(LUDWIG et al., 2016). Sao considerados normais niveis de PSA abaixo de 4 ng/ml
no sangue (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2020).

O toque retal € o exame complementar que analisa a consisténcia, tamanho e
possiveis lesdes palpaveis na glandula (ONCOGUIA, 2017). Embora seja o0 método
mais utilizado, apresenta limitagdes. Sao acessiveis somente as porgdes posterior e
lateral do 6rgao. Assim, cerca de 40% a 50% dos tumores permanecem indetectaveis
(BRASIL, 2002). Quando os niveis séricos de PSA encontram-se alterados e ha
suspeitas durante o exame de toque retal, é indicada a bidpsia, essencial para a
confirmacé&o da lesdo (ONCOGUIA, 2017).

ApOs a retirada do tecido, € realizado o estudo histopatolégico da pega, o qual

também define o grau de diferenciacao celular e a agressividade da doencga. Para o
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prognoéstico do CaP séo utilizados o sistema de estadiamento TNM (tumor, node,
metastasis), o Escore de Gleason (COUNAGO et al., 2020) e os niveis de PSA. O
sistema TNM (Tabela 2) proposto pelo American Joint Committee for Cancer (AJCC)
avalia o tamanho e extens&o no tumor primario (T), a ocorréncia ou ndo de metastase
nos linfonodos proximos (N) e a presenga ou auséncia de metastases a distancia (M)
(LAWRANCE et al., 2019; ONCOGUIA, 2020).

Tabela 2: Sistema de classificagdo TNM (Tumor Node Metastasis) adotado para o Cancer de Prostata.

T- Tumor primario
Tx O tumor primario ndo pode ser avaliado
TO  Sem evidéncia do tumor primario
T1 Tumor clinicamente ndo palpavel ou visivel por método de imagem
T1a Tumor incidental- achado histopatolégico em < 5% do tecido de ressecgéo
T1b Tumor incidental- achado histopatolégico em > 5% do tecido de ressecgao
T1c Tumor identificado por bidpsia por agulha (PSA elevado)
T2 Tumor confinado a prostata
T2a Tumor engloba metade de um dos lobos ou menos
T2b Tumor engloba mais da metade de um lobo, mas nao os dois
T2c Tumor engloba ambos os lobos
T3 Tumor além da capsula prostatica
T3a Extensao extracapsular (unilateral ou bilateral)
T3b Tumor envolve a vesicula seminal (uma ou ambas)
T4 Tumor fixo ou invade estruturas adjacentes além das vesiculas seminais: colo vesical,
esfincter externo, reto, musculos elevadores ou parede pélvica
N- Envolvimento linfonodal regional
Nx  Linfonodos regionais ndo avaliados
NO Sem metastases para linfonodos regionais
N1  Metastases linfonodais regionais
M- Metastases a distancia
Mx  Metastases a distancia nao avaliadas
MO Auséncia de metastase a distancia
M1  Metastase a distancia
M1a- Linfonodos nao regionais
M1b- Ossos
M1c- Outros 6rgaos
Fonte: Adaptado de Dami&o et al. (2015).

Ja a pontuagdo de Gleason foi criada em 1966 por Donald F. Gleason e
revisada em 2005 e em 2014 pela Sociedade Internacional de Patologia Uroldgica
(EPSTEIN et al., 2016; HUMPHREY, 2017; EPSTEIN, 2018). A classificagao (Figura
2) é realizada apdés a soma do padrao histolégico primario (mais frequente) com o
secundario (segundo padrao mais frequente), sendo que o escore total varia de 2 a

10. Conforme sua ultima atualizagao, séo definidas 5 categorias: (i) escore 6 ou <6
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(3+3) com lesao indolente e glandulas bem formadas e individuais; (ii) escore 7 (3+4)
definindo tumores com melhor prognostico, metastases raras com gléndulas
predominantemente bem formadas, com poucas difusas, fundidas e cribiformes; (iii)
escore 7 (4+3) sinalizando um pior prognéstico com glandulas predominantemente
mal formadas, fundidas e cribiformes; (iv) escore 8 com glandulas predominantemente
bem formadas (3+5) ou somente glandulas mal formadas, fundidas e cribiformes (4+4)
ou glandulas predominantemente ausentes (5+3); e (v) escore 9-10 para casos

metastaticos, sem formacgao glandular ou com necrose (EPSTEIN, 2018).

Figura 2: Representagéo da pontuagéo de Gleason adotada no estadiamento do Cancer de Prostata.
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Fonte: Adaptado de Epstein (2018).

O estagio em que o tumor se encontra reflete na escolha do tratamento, o qual
também considera o estado clinico dos pacientes, incluindo a presenca de
comorbidades. Dentre os métodos terapéuticos adotados destacam-se a
prostatectomia radical, radioterapia e hormonioterapia. Para os tumores em estagio
avangado com a presenca de metastases € empregada a quimioterapia (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2019).

A prostatectomia radical € um procedimento cirurgico indicado como tratamento
do CaP localizado com a remogé&o da prostata e vesiculas seminais (IZIDORO et al.,

2017). Na radioterapia, feixes de radiagao sao aplicados de maneira controlada e
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direcionada, podendo incluir o implante de sementes radioativas na glandula
(braquiterapia) (BOLADERAS et al., 2016; ZAORSKY et al., 2017).

Na hormonioterapia, o objetivo é reduzir os niveis de andrégenos e impedir 0
crescimento de células transformadas. Assim, a ADT pode incluir a castragao quimica
com a administragdo de agonistas do Horménio Liberador de Horménio Luteinizante
(LHRH). Esses agonistas desregulam os receptores hipofisarios e consequentemente
a supressao da liberagao de gonadotrofina (horménio luteinizante e hormdnio foliculo-
estimulante), causando reduc¢ao da producgéao de andrégenos (POPOVICS et al., 2014;
AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019). Também sao utilizados antagonistas do
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) os quais suprimem a produgdo de
testosterona (SUN et al., 2020) e drogas que reduzem o nivel dos andrégenos
produzidos pelas glandulas suprarrenais como a Abiraterona e Cetoconazol, que
inibem a enzima CYP17 do citocromo P450 (KEIZMAN et al., 2012; WERUTSKY et
al., 2019). Ademais, destaca-se a enzalutamida, responsavel por bloquear a ligagéo
do horménio ao seu receptor e a translocacao nuclear do AR (LINDER et al., 2018).
Outro método que pode ser adotado para a redugao da testosterona € a orquiectomia,
cirurgia em que ha a remogao dos testiculos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

A ADT causa a regressao do CaP, pois a proliferacéo celular é dependente da
via androgénica. Contudo, esse controle pode ser apenas temporario, pois as células
malignas refratam ao tratamento. A falha bioquimica € indicada quando ha um nivel
crescente de PSA sérico apos a ADT e o paciente progride para o CRPC (IMAMURA,;
SADAR, 2016). Tumores avangados sdo tratados com a quimioterapia, em que
farmacos sdo administrados sistemicamente. O tratamento também possui limitacées
preocupantes, pois os efeitos adversos associados e a resisténcia terapéutica tém
evidenciado a necessidade de se desenvolver novas drogas menos toxicas e mais
eficazes (SOUSA et al., 2019).

4. Quimioterapicos e suas limitagoes

Atualmente, a quimioterapia € empregada no tratamento do CaP avancgado,
especialmente o CRPC metastatico (IMCRPC). As drogas utilizadas sao administradas
por via oral ou intravenosa, alvejando células tumorais circulantes. Geralmente o
regime € ciclico, para que o0 corpo possa se recuperar durante os intervalos
estabelecidos (ONCOGUIA, 2017; PATEL et al., 2018).
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Os agentes quimioterapicos utilizados na clinica como tratamento padrao do
CaP sao o Docetaxel (DOC) e Cabazitaxel. Porém ha também a Mitoxantrona e
Estramustina. Na maioria dos casos, o tratamento ¢é iniciado com o DOC e quando os
tumores passam a desenvolver resisténcia a esse medicamento é empregado o
cabazitaxel (CARBONETTI et al., 2020; ONCOGUIA, 2020).

O DOC é um taxano de segunda geragao extraido da espécie Taxus baccata.
Seu mecanismo de agao envolve a estabilizacdo dos microtubulos por meio da
agregacdo das tubulinas, deixando-as n&o funcionais. Por conseguinte, ha
comprometimento da progressao mitética, com a parada do ciclo celular e inibicdo da
proliferagcdo celular (RAUDENSKA et al., 2019). Além disso, possui carater
imunoestimulador analogo as citocinas, conduzindo a uma melhora na resposta
imunologica (SANCTIS et al., 2018). Em 2004, o DOC tornou-se o medicamento de
primeira linha utilizado em mCRPC ao promover uma melhora no prognéstico dos
pacientes. Diferentes estudos clinicos foram cruciais para sua validagao, incluindo o
TAX 327, com 1006 pacientes (TANNOCK et al., 2004; NADER; EL AMM; ARAGON-
CHING, 2018).

Apesar dos beneficios ponderados, a quimioterapia ainda enfrenta problemas
quanto a sua seletividade. Nausea, vOmitos, problemas renais, supressdo da medula
Ossea, perda de peso e cabelos, infecgdes, anemia sdo frequentemente relatos nos
pacientes em tratamento (ITA, 2016; AYDIN; ONCOGUIA, 2018; KORMAZ, 2019;
ZHANG et al., 2020). Além disso, as células tumorais desenvolvem intricados
mecanismos de resisténcia. Sao relatados a perda do funcionamento da proteina p53,
responsavel pelo reparo do DNA e apoptose; o aumento da expressao de isoformas
da B-tubulina; a reducdo da expressao do BRCA71 e o aumento da expressao da
bomba de efluxo e da atividade da ATPase ABCB1 (LOMBARD et al., 2017). Estudos
também sugerem que os mecanismos de resisténcia a taxanos estejam relacionados
a quimiocinas e seus receptores e a citocinas capazes de controlar a resposta imune
(NATSAGDORUJ et al., 2019). Portanto, a busca por novos agentes quimioterapicos é
imperativa na busca por métodos que sejam capazes de melhorar a sobrevida dos
pacientes (NATSAGDORJ et al., 2019; LU et al., 2020).

5. Complexos de cobre para o tratamento oncolégico
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Complexos metalicos como antineoplasicos vém sendo amplamente
explorados (AYDIN; KORMAZ, 2019). No fim da década de 60, a descoberta da
atividade antitumoral da cis-diaminodicloroplatina (llI) (cisplatina) instigaram a
pesquisa pela atividade farmacolégica de compostos de coordenagao. Nesses, o
centro metalico € carregado positivamente, o que possibilita sua ligacédo a
biomoléculas carregadas negativamente, como acidos nucleicos e proteinas (BARRA;
NETTO, 2015). Além disso, complexos metalicos com ligantes organicos se destacam
por apresentarem propriedades antiproliferativas, antimicrobianas, antituberculose,
antimalaricas, antifungicas e anti-inflamatérias (AYDIN; KORMAZ, 2019;
KRASNOVSKAYA et al., 2020)

O cobre é um metal essencial ao funcionamento de proteinas e enzimas que
contribuem com a manutengcdo da homeostase celular. Contudo, seu estado de
oxidagdo pode ser alterado facilmente para a forma de ion livre, podendo ser
potencialmente toxico as células. Por conseguinte, o ion cobre deve estar em
concentragbes adequadas intra e extracelularmente, para que as metaloproteinas
cobre-dependentes possam desempenhar suas fungdes de forma regular (KOURY;
OLIVEIRA; DONANGELO, 2007).

No organismo, a maior parte do cobre esta localizada em 6rgdos com alta
atividade metabdlica como figado, rins, coracéo e cérebro. Esse metal pode alternar
entre seus estados de oxidagdo Cu *' ou Cu*2. Atua como cofator essencial no ciclo
do oxigénio, tanto na respiracdo aerdbia quanto na formagao de oxigénio molecular
na via fotossintética. No ciclo do nitrogénio, é o principal cofator da enzima redutase
do 6xido nitroso (N20) (LLASES; MORGADA,; VILA, 2019).

O cobre ¢é essencial na formagao e no funcionamento da citocromo C oxidase
e da superoxido dismutase de Cu/Zn (cobre e zinco), relacionadas com os processos
de respiragdo, metabolismo energético e sintese de DNA. Complexos de cobre(ll)
formam no meio celular adutos de glutationa, conduzindo a formag&o de um composto
monovalente de cobre(l). O composto de cobre(l) gera um anion superéxido, que ao
ser degradado pela superoxido dismutase forma o perdxido de hidrogénio (H20:2).
Sendo assim, os complexos de cobre sofrem reacdes do tipo Fenton a partir da
decomposicdo do H202 em *OH induzindo a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (ANDRADE JUNIOR et al., 2005; FRIEDRICH et al.,, 2017;
KRASNOVSKAYA et al., 2020).
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Aproximadamente 95% do cobre da circulagdo sistémica esta ligado a
ceruloplasmina (CP), proteina produzida no figado. O cobre que ndo se liga a CP
passa a se comportar como um potente oxidante, catalisando a formacao de radicais
hidroxila (*OH) que oxidam proteinas, lipidios e DNA. Nesse contexto, os mecanismos
homeostaticos de absorcao, excrecdo e biodisponibilidade do cobre devem estar
finamente controlados (KAPLAN; MARYON, 2016; BALDARI; DI ROCCO; TOIETTA,
2020).

Tem sido relatado que agentes antitumorais a base de cobre sdo menos toxicos
ao organismo. Complexos cupricos apresentam importante interesse farmacologico,
pois agem através da inibicdo da atividade do proteassoma, da atividade da
telomerase, degradacao e intercalagdo de DNA, paraptose e formacdo de EROs
(KRASNOVSKAYA et al., 2020). O estado redox intracelular é interrompido através
do excesso de EROs, resultando em estresse oxidativo que culmina na modificagcéo
do DNA, lipidios, proteinas, causando disfuncdo da respiracdo mitocondrial, do
dobramento de proteinas, do reticulo endoplasmatico e de processos de reparo de
DNA (CHEN et al., 2018).

Complexos de cobre podem inibir seletivamente a proliferagéo celular induzindo
a apoptose em células transformadas. Contudo, o espectro de atividades e funcdes
varia entre esses complexos dependendo do ligante utilizado (ZHANG et al., 2012;
NDAGI; MHLONGO; SOLIMAN, 2017; SHI et al., 2019). De fato, complexos metalicos
permitem a adigdo de grupamentos que podem ser ajustados para alvos moleculares
definidos (NDAGI; MHLONGO; SOLIMAN, 2017). Estudos apontam que o ligante
1,10-fenantrolina, por exemplo, esta relacionado com a inducdo do processo de
apoptose por meio da inativagcao da atividade do proteassoma, facilitando a entrada
dos complexos metalicos nas células tumorais (ZHANG et al., 2012). Ja a bipiridina
(bipy) € frequentemente utilizada como andaime na quimica supramolecular e
metalossupramolecular, sendo a forma mais frequente a 2,2’-bipiridina, um quelante
bidentado (CONSTABLE; HOUSECROFT, 2017; CONSTABLE; HOUSECROFT,
2019). Além de formar um complexo mais estavel, a quelagao direcionada a bipy
representa uma estratégia especifica de obtencdo de locais para que os ions
metalicos possam se incorporar na estrutura do DNA (WANG et al., 2019).

Recentemente, pesquisas envolvendo o complexo [Cu (phen) 2] +
demonstraram sua atividade antitumoral por meio da intercalagdo no DNA. A partir

desses resultados, uma série de complexos de cobre(ll) contendo ligantes N, N-
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heterociclicos, como 1,10-fenantrolina e 2,2’-bipiridina, foram sintetizados para serem
utilizados como nucleases sintéticas (PAIXAO et al., 2017). As nucleases hidrolisam
a ligacdo fosfodiéster de 4acidos nucleicos, expondo-os a acdo de
desoxirribonucleases (DNases) e ribonucleases (RNases) (CASTRIGNANO, 2018). O
meio pelo qual os compostos de cobre conduzem aos danos moleculares depende da
natureza de sua interagcéo, seja por intercalagao, ligacdo ao sulco e ou ligagdo a
superficie eletrostatica (CHIKIRA; NG; PALANIANDAVAR, 2015), a qual pode ser
predita por ferramentas de modelagem in silico. O complexo ternario de cobre(ll) [Cu
(bta) (1,10-fenantrolina) (CIO 4 )], por exemplo, foi testado in vitro e os resultados
foram bastante promissores. Demonstrou causar danos ao DNA por indugdo na
fragmentagao devido a presenca da 1,10-fenantrolina na estrutura do composto. A
exemplo do que ja foi descrito, esse ligante, quando associado ao cobre(ll), é
considerado uma nuclease artificial e um agente intercalador do DNA. Esse complexo
também conduziu a parada do ciclo celular na fase G0/G1, demonstrou atividade
antiproliferativa e promoveu a geracao de EROs (POLLONI et al., 2019).

Salienta-se ainda que as moléculas vinculadas ao complexo podem ser
naturais, sintéticas ou semi-sintéticas, melhorando sua atividade antitumoral. A
coordenagdo as tetraciclinas, dentre estas a doxiciclina (DOX) ao ion metalico
[Cu(Dox)(Phen)]2+ demonstrou, in vivo, alto potencial quimioterapico ao reduzir o
tamanho de tumores inoculados de sarcoma S180 e Ehrlich em modelos murinos. O
complexo também induziu danos ao DNA a partir da interagao direta com a molécula
ou por formagado de EROs (LOPES et al., 2018). Ja outra classe promissora sao as
Casiopeinas®, familia de complexos de cobre contendo ligantes N,N-doadores (1,10-
fenantrolina, 2,2-bipiridina e derivados), N,O-doadores (aminoacido e peptideo) ou
0,0-doadores (acetilacetonato ou salicilaldeidato) (BRAVO-GOMEZ; HERNANDEZ
DE LA PAZ.; GRACIA-MORA, 2013; KRASNOVSKAYA et al, 2020). Em
experimentos in vitro e in vivo, foi demonstrada sua atividade antitumoral, confirmando
sua capacidade de clivar o DNA por meio da geracado de radicais livres além de
promover alteragbes estruturais na tubulina, integrina e fibronectina (BECCO et al.,
2012).

Neste contexto, o presente estudo se propds a avaliar a capacidade de dois
complexos de cobre de interferir em mecanismo tumorigénicos em linhagens celulares
prostaticas, bem como compreender os mecanismos pelos quais interagem com a

molécula de DNA a partir de analises in silico, a capacidade de clivarem o DNA
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plasmidial e os niveis de expressdo de marcadores de proliferacao celular mediados

pelos complexos metalicos.

6. Modelagem Molecular

Drogas anticancer tem utilizado o DNA como principal alvo, afetando suas
funcdes. As interacdes entre o DNA e pequenas moléculas podem ocorrer de forma
covalente e nao-covalente. No primeiro caso sao descritas interagdes eletrostaticas,
ligacdo em sulco e ligagao intercalativa, as quais podem gerar adutos, resultando em
transformacdes permanentes nos locais de ligacdo (HAMILTON; ARYA, 2012;
REHMAN et al., 2015).

Compreender essas interagcbes se mostra uma ferramenta relevante no
desenho de regimes terapéuticos otimizados. Para caracteriza-las sao utilizadas
ferramentas de modelagem molecular, como o docking (BAYRAKTEPE, 2020). Nesta,
a quimica computacional e técnicas de visualizagao grafica permitem representar
tridimensionalmente diferentes compostos. A idealizagao de farmacos utilizando esse
recurso objetiva auxiliar a investigagao das interagdes quimicas de um determinado
ligante com o seu receptor, explorando seus efeitos bioldégicos e componentes
estruturais (CARVALHO et al., 2003).

Considerando o enorme volume de informagdes hoje armazenadas em banco
de dados e a diversidade de resultados gerados acerca da estrutura e propriedades
das moléculas, a analise in silico permite uma melhor compreensdo de dados
complexos, otimizando os ensaios biologicos (ABDEL-RAHMAN et al., 2018; KHAN et
al., 2017). Nesse contexto, o CADD (computer-aided drug design), ou desenho de
farmacos assistido por computador, foi criado a partir da necessidade de armazenarr,
gerenciar e analisar dados disponibilizados sobre novos medicamentos (SONG; LIM,;
TONG, 2009). Permite, portanto, simular a dindmica molecular e orientar as
experimentacdes laboratoriais (RICCI; NETZ, 2009).

Ensaios in silico sdo empregados para verificar como os complexos metalicos
de cobre podem interagir com o DNA, (ANNARAJ; BALAKRISHNAN,
NEELAKANTAN, 2016; KHAN et al., 2017; ROBERTAZZI et al., 2009). A ancoragem
as cegas € realizada para avaliar a provavel localizagdo e conformagado de melhor
pontuagdo/score, associada a menor energia livre de ligagdo estimada entre os

complexos e o DNA. Em um encaixe cego, toda a superficie da biomolécula é
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considerada na busca simultanea de sitios de ligagdo e possiveis conformagdes,
permitindo resultados mais provaveis e significativos (KITCHEN et al., 2004; KHAN et
al., 2017; REHMANI et al., 2017). Para a execucédo desses ensaios € utilizado o
Autodock (http://autodock.scripps.edu/), um software desenvolvido para prever como
pequenas moléculas se associam a um receptor de estrutura tridimensional

conhecida.

7. Material e Métodos

7.1 Obtencao dos complexos metalicos.

Os complexos de cobre utilizados no presente estudo foram sintetizados e
caracterizados no Instituto de Quimica da Universidade Federal de Uberlandia pelo
professor Dr. Wendell Guerra e colaboradores, de acordo o artigo de Paixao et al.
(2017). A Figura 3 apresenta a estrutura dos compostos, sua massa molecular e seus

ligantes.

Figura 3: Estrutura dos complexos de cobre avaliados no presente estudo. (A) Complexo &cido 4-
fluorofenoxiacético hidrazida(1,10-Fenantrolina)-bis(perclorato) cobre(ll) (Complexo 1) e (B) Complexo
4-nitrobenzidrazida(1,10-Fenantrolina)-bis(perclorato) cobre(ll) monohidratado, (Complexo 2). Os
compostos foram sintetizados por Paixao et al. (2017).
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7.2. Cultivo celular

Para a realizagcéo dos experimentos in vitro, trés linhagens celulares prostaticas
foram mantidas em garrafas de cultura, incubadas a 37 °C com 5% de CO,. Todas

foram cultivadas em meio Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI-1640)
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(Sigma-Aldrich), suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) (Gibco) e 50
ug/mL de gentamicina (Cultilab). Foram utilizadas a linhagem PNT-2 (n&o
tumorigénica) e as linhagens tumorais LNCaP (horménio-responsiva) e PC-3 (CRPC).
O meio de cultura foi trocado em dias alternados ou quando necessario para se
restabelecer o equilibrio dos nutrientes. Ao atingirem 80% de confluéncia, as células

foram semeadas para os ensaios subsequentes.

7.3 Ensaio de redugao do MTT

A atividade citotéxica dos complexos de cobre foi avaliada nas linhagens
prostaticas PNT-2, LNCaP e PC-3 a partir da reducao do 3- (4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-
difenil brometo de tetrazolina (MTT) a cristais de formazan. Apds atingirem 80% de
confluéncia, as células de cada linhagem foram desagregadas enzimaticamente,
centrifugadas por 5 min a 1.000 rpm e ressuspendidas em 1 mL de meio de cultivo
completo. As células foram contadas em Camara de Neubauer pelo teste de exclusao
do azul de tripano e semeadas conforme sua curva de crescimento: 2,0 x 10* para a
linhagem PNT2 e 1,5 x 10* para as linhagens tumorais. As células foram distribuidas
em placas de 96 pogos com meio de cultura completo, mantidas a 37 °C e 5% CO:a.

No dia seguinte as células foram tratadas com os complexos metalicos em
diferentes concentracdes (1 uM, 5 uM, 10 uM, 12,5 uM, 25 uM, e 50 uM), diluidos em
dimetilsulféxido (DMSO) 0,5%. O experimento foi conduzido em 24 e 48 horas. Pogos
com células nao tratadas foram utilizadas como controle de viabilidade do
experimento. Células tratadas apenas com DMSO foram incluidas como controle de
diluente. Apds o periodo de incubagao, o meio com o tratamento foi retirado e depois
foi adicionado 150 pl da solugdo de MTT a 5 mg/mL, mantida por 4 horas.
Posteriormente, a solugao foi descartada quando entdo foram adicionados 200 ul de
solugao de DMSO 0,5% em cada pogo seguida de homogeinizagao. As placas foram
lidas em espectrofotdbmetro (termo plate TP-Reader) a 560 nm. A viabilidade celular

foi calculada conforme a Formula (F1).

Viabilidade celular (%) = (AT-AB) / (AC-AB) x 100
AT = absorbéancia das células tratadas
AC = absorbancia do controle de viabilidade (células nao tratadas)

AB= absorbancia do branco (pogos apenas com DMSO)
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A IC50 (concentragdo que inibe 50% do crescimento celular em relagdo ao
controle) foi determinada por regressao nao linear utilizando o percentual de inibigao
em funcdo do logaritmo das concentragdes testadas, admitindo-se um intervalo de
confianga de 95% (p < 0,05). O IS (indice de seletividade) foi calculado a partir da
razado entre os valores de IC50 da linhagem n&o tumorigénica pela tumorigénica

considerado significante os complexos com valor de IS 22 (PEREIRA et al., 2015).

7.4. Estudos de Docking Molecular

Foi realizado o docking molecular do complexo com o dodecamero de DNA
duplex correspondente a sequéncia (CGCGAATTCGCG)2 disponivel no banco de
dados do Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb - ID 1BNA) (ABDEL-RAHMAN et al.,
2018; ZEHRA et al., 2019). Os dois complexos foram desenhados utilizando a
ferramenta ChemDraw Professional 17.0 e Chem3D Pro (PerkinElmer, Waltham, MA,
EUA) com output em formato PDB para o ensaio in silico de ancoragem as cegas.
Para predizer a possivel conformagéo, local e a afinidade de ligacdo de melhor
pontuagdo, baseada na menor energia livre de ligagao estimada (kcal mol-), foram
utilizados os sotwares AutoDockTools 1.5.6 (Instituto de Pesquisa Scripps, La Jolla,
CA, EUA), AutoGrid 4 e Autodock 4.2 (RAJEBHOSALE et al., 2017; DHAHAGANIA et
al., 2018; XU et al., 2018).

A molécula 1BNA determinada como alvo, teve as moléculas de agua
removidas, atomos de hidrogénio polares incorporados, além de computadas as
energias Kollman e, em sequéncia, as cargas parciais Gasteiger. O calculo do
acoplamento foi executado usando uma grade mapeada (grid map) com x, y € z
atribuidos como 70 x 78 x 126 e espacamento de ponto de grade de 0,375 A, de modo
a cobrir todo o DNA na busca de possiveis conformacdes de interacdo entre a
molécula e o alvo (KHAN et al., 2017; RAJEBHOSALE et al., 2017; REHMANI et al.,
2017; MALEKSHAH et al., 2019).

O acoplamento ocorreu pelo algoritmo genético lamarckiano, disponivel no
programa, com um numero de execugdes de ancoragens independentes em cada
simulacéao definido como 100, desse modo, o acoplamento da melhor pontuagéo (kcal
mol'), referente a energia livre de ligagdo estimada, foi entdo selecionado. Para

visualizagdo da posicao das melhores conformagdes da ancoragem foi utilizado
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Chimera 14.4 (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/) e as interacdes entre 1BNA e os
dois complexos foram analisadas usando o AutoDock Tools 1.5.6 (SHAKIR et al.,
2017; MALEKSHAH et al., 2019).

7.5. Ensaio de degradagao de DNA plasmidial

Esse ensaio objetivou avaliar a capacidade dos complexos de cobre(ll) de
induzirem danos e de clivar o DNA. Foram cultivadas bactérias eletrocompetentes em
meio liquido LB e clonadas com o plasmideo siSTRIKE™ U6 Hairpin Cloning System
(Human) — hMGFP. O DNA plasmidial (30 ng/uL) foi extraido de acordo com o
protocolo presente no kit PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit e tratado com
diferentes concentragdes dos Complexos 1 e 2 (30 uM e 120 uM), diluidos em PBS
(tampéo fosfato salino) 1X. O ensaio foi conduzido com a presencga e auséncia de
DMSO 0,05% e peréxido de hidrogénio (H202) 15 mM ou com ambos. O DNA
plasmidial também foi avaliado na presenca da enzima de restricao Nhel, utilizada
como controle de quebra das duas fitas do DNA. As amostras foram incubadas a 37°C
pelo periodo de 12 horas e, apds esse tempo, foram adicionados 5uL do tampéao de
corrida (0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de cianol de xileno, 30% de glicerol, 10
mM de EDTA). As amostras foram resolvidas em gel de agarose 0,8% contendo
brometo de etidio 0,05% (10 pyg/mL) em tampao TBE (Tris-borato 90 mM, pH 8,0,
EDTA 20 mM) 0,5X. A corrida eletroforética foi realizada a 80 volts por 3 horas e
fotografado sob luz ultravioleta. O gel foi analisado e as intensidades das bandas

foram quantificadas pelo software Imaged versao 1.53k (Java 1.8.0_172).

7.6. Marcagoes em citometria de fluxo

Para analisar o perfil de expressdo de marcadores de proliferagao apdés o
tratamento das células LNCaP com os Complexos 1 e 2 foi utilizada a citometria de
fluxo. Esta € uma técnica capaz de analisar de forma simultdnea e multiparamétrica
células ou particulas suspensas em meio liquido. E um método que permite medir a
intensidade de fluorescéncia emitida pelas células marcadas com anticorpos
especificos conjugados a fluorocromos, para detectar proteinas ou ligantes
especificos (HIRAMATSU et al., 2019; KAGE et al., 2021).
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Para analisar a expressdo de Ki-67 e Ciclina D1, as células LNCaP foram
tratadas por 48 horas com o Complexo 1 na concentragao de 6,5 uyM e Complexo 2
na concentracao 0,5 uM (concentragdes determinadas a partir dos resultados obtidos
nos testes de MTT). Os ensaios foram conduzidos em triplicata utilizando garrafas
T25 e, apos o tratamento, as células foram lavadas com PBS, resuspendidas e fixadas
utilizando o kit de solugdo BD Cytofix / Cytoperm ™ Fixag¢ao / Permeabilizagado (BD
Pharmingen, San Jose, CA, EUA), conforme as recomendacgdes do fabricante

Posteriormente, as células foram incubadas com os anticorpos primarios
(1:100) anti-Ki-67 (catalogo n° 310250) e anti-Ciclina D1 [DSC-6] (ab10540, catalogo
n°® GR66211) por 1 hora em temperatura ambiente, seguido da adi¢cé&o por 1 hora do
anticorpo secundario (1:50 pl) anti-IgG de coelho conjugado com o fluorocromo FITC
(catalogo n°® 101M6250) para Ki-67 e e anti-lgG de camundongo conjugado com Atto
647N (catalogo n® 50185) para Ciclina D1.As analises foram realizadas em Citdbmetro

de fluxo Accuri C6 (BD Biosciences) e os histogramas gerados pelo software FlowJo.

8. Analises estatisticas

Para o calculo da significancia estatistica dos ensaios foi utilizando o software
GraphPad Prism 8.0. A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de
Kolmogorov—Smirnov e as diferencas entre as linhagens submetidas ao mesmo
tratamento foram calculadas pelo teste One-Way ANOVA seguido pelo teste de Tukey
para multiplas comparacgdes para o ensaio de MTT e pelo teste de Dunnet para os
experimentos de degradacdo de DNA plasmidial e de expressao de marcadores de

proliferagdo. Foram considerados significantes valores de p<0,05.

9. Resultados e discussao

9.1. Viabilidade celular, valores de IC50 e IS

O CaP é um tumor frequente, de crescimento lento e assintomatico, cujo
numero de casos diagnosticados em estagios ja avangados vem aumentando
mundialmente (FAN et al., 2020; WHITAKER et al., 2020). O tratamento inclui cirurgia,
radioterapia e ADT, as quais, na maioria dos casos, nao sao curativas e os pacientes

evoluem para o CRPC. Para pacientes com mCRPC, a quimioterapia com DOC é
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empregada como estratégia de primeira linha e, apesar de alvejar células tumorais,
possui limitagdes associadas a toxicidade e resisténcia adquirida ou intrinseca,
comprometendo a eficacia terapéutica (DENOYER et al., 2016; LU et al., 2020).
Complexos de cobre vém sendo estudados como possiveis metalofarmacos, uma vez
que agem como compostos bioativos em ambientes de hipdxia e pouco
vascularizados, promissores no tratamento de tumores (BADEA et al.,, 2020;
BEZERRA et al., 2017; FONSECA, 2014; KRASNOVSKAYA et al., 2020; MOLINARO
et al., 2020). No presente estudo foram avaliados os efeitos celulares e a interagéo
com o DNA de dois novos compostos de cobre em células prostaticas, visando
caracterizar novos prototipos no controle dessas lesoes.

Inicialmente, foi realizado o ensaio de MTT para identificar alteragdes na
viabilidade de células tumorais mediadas pelos dois complexos metalicos (Figura 4).
Nas células LNCaP, o Complexo 1 (Figura 4A), no tempo de 24 horas de tratamento,
apresentou efeito dose-dependente e, a partir de 25 uM, se mostrou citotéxico a PNT-
2 (ndo tumorigénica). Apds 48 horas, o composto também foi mais ativo contra a
linhagem LNCaP até a concentragdao de 12,5 pyM. Nas maiores concentracoes
diminuiu substancialmente a viabilidade da linhagem PC-3, contudo, também sendo

citotoxico a PNT-2.
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Figura 4: Atividade citotoxica de dois novos complexos metalicos de cobre em linhagens prostaticas.
Em (A) tratamentos com o Complexo 1 e em (B) Tratamentos com o Complexo 2. Foram utilizadas a
linhagem nao tumorigénica PNT-2 e as linhagens tumorais LNCaP (horménio-responsiva) e PC-3
(resistente a castragao) em tratamentos por 24 e 48 horas. Os resultados foram apresentados como
média + DP e comparados entre as diferentes linhagens para o mesmo tratamento utilizando o teste
One-Way ANOVA seguido pelo teste de Tukey para analisar multiplas comparagdes. *p<0.05,
**p<0.005, ***p<0.001 e ****p<0.0001. a: comparagao entre a PNT-2 e o controle; b: comparacao entre
a LNCaP e o controle; c: comparacgao entre a PC-3 e o controle; d: comparacgao entre a PNT2 e LNCaP;
e: comparacgao entre a PNT2 e PC-3; f: comparagdo entre a LNCaP e PC-3.
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O Complexo 2 (Figura 4B), também com efeito dose-dependente, apresentou

um perfil semelhante de citotoxicidade apds 24 e 48 horas de tratamento. Ja na menor

concentracao, a viabilidade das células PNT-2 reduziu em torno de 41% e as células

tumorais LNCaP foram sensiveis ao tratamento em todas as concentra¢des. Na maior

concentragdo, em ambos 0s ensaios, a viabilidade das linhagens PNT-2, LNCaP e

PC-3 permaneceu em torno de 5%, 3% e 2%, respectivamente.
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Os valores de IC50 para cada um dos tratamentos estdo apresentados na
Tabela 3. Observamos que o Complexo 2 foi mais citotdxico para LNCaP apds 24 e

48 horas. Ambos complexos foram seletivos para a LNCaP, destacando-se o

Complexo 2 com IS = 12,72 ap6s 48 horas.

Tabela 3: Valores de IC50 e IS dos dois complexos de cobre sobre células tumorais prostaticas.

24 horas 48 horas
IC50 (uM) IS IC50 (uM) IS
Complexos | PNT-2 LNCaP PC-3 LNCaP PC-3 PNT-2  LNCaP PC-3 LNCaP PC-3
1 24,5 9,038 46,58 2,71 0,52 12,94 6,484 13,21 1,99 0,97
2 3,630 1,632 9,634 2,22 0,37 5,225 0,4107 4,952 12,72 1,05

IC50=concentragéo que inibe 50% do crescimento celular em relagéo ao controle.
IS= raz&o entre os valores de IC50 da linhagem n&o tumorigénica (PNT-2) pelas tumorais (LNCaP e
PC-3).

De acordo com a literatura, pesquisas com complexos de cobre contendo
ligantes N,N-doadores (1,10-fenantrolina, 2,2-bipiridina e derivados) tém apresentado
resultados antitumorais promissores pois induzem citotoxicidade, demonstram
expressiva atividade nucleasica e intercalam no DNA (PAIXAQO et al., 2017; FANTONI
et al., 2018; PAIXAO et al., 2020). Os complexos 1 e 2 apresentados nesse estudo
possuem ligantes N,N-doadores, o que justifica a citotoxicidade observada. Nossos
resultados sdo corroborados por dados ja publicados com complexos de cobre

contendo ligantes N,N-doadores, como demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4: Estudos ja publicados em que foi demonstrada a citotoxicidade de complexos de cobre
contendo ligantes N,N-doadores em diferentes linhagens tumorais.

Complexos IC50 Linhagem celular Referéncia
[Cu(doxiciclina)(phen)(H20)(ClO4)](ClO4) 1,93 umol L - K562
[Cu(tetraciclina)(phen)(H20)(ClO4)](CIO4) | 2,59 umol L - K562 SILVAetal, 2011

[CuClI (phen) p-Clj 2 0,639 pg/mL MDA-MB-32
[CuClI (phen) y-Cl] 2 0,591 pg/mL HT-29
[CuCl (phen) p-Cl] 2 0,803 pg/mL A549 MROUEHA et al., 2015
[CuClI (phen) y-Cl] 2 0,711 pg/mL SF
[CuClI (phen) p-Cl] 2 0,903 pg/mL B16F10
Cu(4-FH)(phen)(ClO4)2 1,8 umol L - K562 PAIXAO et al., 2017
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Cu(4-NH)(phen)(ClO4)2+H20 1,6 pymol L - K562
Cu(4-NH)(dmb)(ClO4)22H20 15,0 ymol L 1 K562
[Cu(OH-PIP)(Phe)Cl] 0,52 uM CAL-51
[Cu(OH-PIP)(Gly)(H20)INO3-2H20 0,37 uM CAL-51
[Cu(OH-PIP)(Ala)Cl]-H20 0,08 uM CAL-51 Ll et al., 2019
[Cu(OH-PIP)(Met)|(PF6)-2H20 0,69 uM CAL-51
[Cu(OH-PIP)(GIn)(H20)]CI-3H20 0,27 uM CAL-51
[Cu(bta)(phen)(ClO4) 7,4 uyM Sarcoma 180 POLLONI et al., 2019
[Cu(dox)(phen)J2* 13,3 uM S180
[Cu(dox)(phen)* 6,2 yM TG180 LOPES et al., 2020
[Cu(dox)(phen)]?* 1,4 uM B16F10
[Cu (tdp) (fen)] (CIO 4 ) 1,2 UM MCF-7
[Cu (tdp) (fen)] (CIO 4 ) 1,0 UM MDA-MB-231 PERIASAMY etal., 2020

K562: Leucemia Mieldide Croénica; MDA-MB-32: Adenocarcinoma da Mama; HT-29: Adenocarcinoma
de Cdélon Humano; A549: Adenocarcinoma da Mama; SF: Astrocitoma; B16F10: Melanoma; CAL-51:
Células de Cancer de Mama ftriplo negativa; S180: Sarcoma; TG180: Sarcoma; MCF-7: Células de

Cancer de Mama responsivas a estrogeno; MDA-MB-231: Células de Cancer de Mama triplo negativa.

Em prostata, Adsule et al. (2006) observaram que alguns complexos de cobre
com base de Schiff induzem apoptose sem causar estresse oxidativo e inibem a
proliferagao de células LNCaP e PC-3, com IC50 de 5 uM e 7 uM, respectivamente,
apo6s 72 horas de tratamento. Xie e Peng, (2017) também utilizaram complexos com
essas caracteristicas, os quais foram citotoxicos e inibiram a proliferacdo de células
tumorais PC-3 e DU145. Os valores de IC50, apds 24 horas de tratamento, foram de
0,083 uM e 0,2 uyM para a linhagem PC-3 e 0,7 uM e 0,36 uM para a linhagem DU145.
Ja dois complexos de cobre contendo fenantrolina (Cu (PHEN) (ASN) e Cu (PHEN)
(MET)) foram testados por Rodrigues et al., (2020) e também apresentaram atividade
contra a linhagem celular PC-3, com IC50 de 5,7 ug/mL e 7,4 ug/mL, respectivamente

em 24 horas de tratamento.

9.2. Docking molecular com os complexos de cobre(ll)

As ancoragens moleculares in silico entre os complexos estudados e o
dodecémero de DNA duplex de sequéncia CGCGAATTCGCG (PDB ID: 1BNA) foram
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realizadas para compreender as possiveis interagdes entre os complexos € 0 DNA, e
para predizer a energia de ligagéo. A interagdo com a sequéncia de DNA depende de
diversos fatores como: ligagdes de hidrogénio, interagdes de van der Waals, influéncia
de cargas nas interagbes eletrostaticas (EL-DEEN; SHOAIR; EL-BINDARY, 2018;
MALEKSHAH et al., 2019). Esses parametros foram avaliados no presente estudo.

A conformacgéo do alvo-ligante atingida durante a simulagdo foi pontuada e a
menor energia livre de ligagao estimada, de modo que, quanto menor o valor, mais
provavel a interagao (ABDEL-RAHMAN et al., 2018). Muitas drogas com propriedade
antitumoral apresentam como molécula alvo o DNA. E descrito que complexos de
cobre(ll) apresentam capacidade de interagbes especificas com o DNA causando
danos e conferindo atividade citotdxica/citostatica que direcionam a morte celular
(SANDHAUS et al., 2016). Desse modo, as investigacdes in silico das interagcdes do
DNA com complexos metéalicos sao importantes para o desenvolvimento de novos
quimioterapicos e podem atuar como um complemento aos dados experimentais
(SHAHABADI et al., 2017; MALEKSHAH et al., 2019).

A Tabela 5 exibe as melhores pontuagdes dos complexos apds 100 ancoragens
independentes com o DNA. Foi perceptivel que os dois complexos possuem
predominio de interagao no sulco menor da molécula de DNA. As pontuacdes obtidas
com as simulagdes in silico indicam uma alta probabilidade de interagdo com o DNA
molde (Figura 5) (ABDEL-RAHMAN et al., 2018; EL-DEEN; SHOAIR; EL-BINDARY,
2018; FEREIDOONNEZHAD et al., 2018; SURESHBABU et al., 2018; MALEKSHAH
et al., 2019).

Tabela 5: Resultados comparativos das ligagdes e interagdes moleculares da ancoragem entre o
DNA alvo e os Complexos 1 e 2.

Conformacgéo Pontuagao Sulco de ligagéo
(kcal mol-1)

Complexo 1 -11.95 Sulco Menor
Complexo 2 -11.40 Sulco Menor

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 5: Docking molecular para predizer as possiveis conformagbes obtidas com simulagdes
semiempiricas de acoplamento as cegas dos Complexos 1, e 2 com a molécula de DNA. Foi utilizado
como molde para as simulagdes in silico o dodecamero de DNA duplex disponivel no banco de dados
do Protein Data Bank (www.rcsb.org/pdb - ID 1BNA). As letras em preto referem-se aos nucleotideos
no DNA em relacdo as suas respectivas cadeias. Os numeros em azul claro/ciano expressam a
distancia em que ocorre a ligagéo de hidrogénio, em angstroms.

Complexo 1

Complexo 2

A partir dos valores obtidos para a ancoragem molecular, sugerimos que o0s
complexos interagem com o DNA, sendo que a menor energia obtida indica o melhor
encaixe. Sendo assim, a ordem crescente de probabilidade de ancoragem, baseada
na melhor pontuacgao, foi Complexo 1>2. Os compostos foram avaliados por docking
e apresentaram preferéncia para a intercalacao pelo sulco menor do DNA molde. Nao
obstante, € necessario ressaltar que a ancoragem molecular auxilia na compreenséo
qualitativa acerca da atuacdo da molécula, ndo havendo, necessariamente, a

identificacdo e mensuragado quantitativa (RICCI; NETZ, 2009). Além disso, os
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Complexos 1 e 2 possuem em sua estrutura a 1,10-fenantrolina, descrita como uma
nuclease artificial, devido a sua aptidao em se ligar e clivar o DNA, fenédmeno este que
pode estar relacionado a sua estrutura planar (PAGES et al., 2015; ARTHI et al., 2018;
LOPES et al., 2018).

9.3. Avaliagao do potencial dos Complexos 1 e 2 em clivar DNA plasmidial

Considerando dados da literatura que demonstram que complexos cupricos
possuem atividade nucleasica devido ao seu potencial redox (CHEN et al., 2018;
POLLONI et al., 2019; KRASNOVSKAYA et al., 2020), a capacidade de clivar DNA
plasmidial também foi presentemente avaliada para os Complexos 1 e 2 (Figura 6).
ApoOs a eletroforese, foi detectada a presencga de trés padrdoes de bandas diferentes
que correspondem as trés topologias do DNA plasmidial (Figura 6A). A forma | circular
superenrolada refere-se ao DNA intacto, o que torna sua forma molecular compacta,
migrando mais rapidamente no gel e, portanto, identificada na parte inferior. A forma
Il circular cortada € indicada como a banda mais superior no gel, pois a quebra em
uma das fitas, seja por agdo enzimatica ou quimica, tem como resultado um circulo
relaxado que conduz a uma migracéo do plasmideo mais lenta. Ja a forma lll linear,
corresponde a quebra das duas fitas da molécula de DNA em uma mesma posicao,
como o observado para enzimas de restricdo, com migracao intermediaria (LU et al.,
2020; SOUSA et al., 2020).

Analisando os tratamentos do plasmideo com diferentes concentragdes do
Complexo 1, é possivel observar que o composto foi capaz de interagir e clivar o DNA
(Figura 6A e B). Comparando ao controle negativo (ndo tratado), o Complexo 1
sozinho, nas concentragdes testadas (30 uM e 120 uM), induziu quebras simples na
molécula de DNA, potencializando a intensidade das bandas da forma Il ou circular
(Figura 6A, colunas 2 e 3). Por outro lado, quando combinado ao DMSO 0,05%, um
sequestrador de radical hidroxila, nota-se uma inibigdo da clivagem do DNA, pois ha
redugdo da banda correspondente a forma Il e aumento da forma |, que representa a
forma intacta do plasmideo (Figura 6A, colunas 4 e 5). Ressalta-se ainda que foi
possivel observar pequenas bandas de plasmideos lineares (forma IllI) nos
tratamentos com o complexo sozinho (Figura 6A, colunas 2 e 3) e no tratamento com
o complexo na menor concentragdo associado ao DMSO 0,05% (Figura 6A, coluna
4).
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A enzima de restricdo Nhel foi utilizada como controle positivo para indugéo de
quebra na dupla fita da molécula de DNA e producéo de plasmideos de forma Ill ou
lineares (Figura 6A, coluna 6). O tratamento com H20:2 foi introduzido no experimento
como simulador de um ambiente oxidativo, demonstrando clivagem no DNA e
aumento da banda da forma plasmidial Il (Figura 6A, coluna 7).

Quando adicionamos H202 ao Complexo 1, podemos inferir que o complexo
sofreu reagdo de Fenton induzindo a formacdo EROs, sendo capaz de degradar
completamente o DNA plasmidial, confirmando, portanto, a auséncia de bandas no
gel (Figura 6A, colunas 8 e 9). Em contrapartida, o Complexo 1 em 30 yM (menor
concentracéo utilizada), na presenca de H202 e DMSO 0,05% teve sua atividade
reduzida, uma vez que surgiram bandas nas formas Il e Ill, ndo sendo, assim, o DNA
completamente degradado como ocorreu na auséncia do DMSO 0,05% (Figura 6A,

coluna 10).
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OFigura 6: Degradacao de DNA do plasmideo siSTRIKE™ U6 Hairpin Cloning System (Human) —
hMGFP) induzida pelos Complexos 1 e 2. A) Imagem do gel de agarose de degradacéo plasmidial e os
padrées de bandas encontrados no tratamento com o Complexo 1. B) Grafico representativo da
porcentagem de DNA plasmidial nas diferentes formas apds tratamento com o Complexo 1. C) Imagem
do gel de agarose de degradagao plasmidial e os padrbes de bandas encontrados no tratamento com
o Complexo 2. D) Grafico representativo da porcentagem de DNA plasmidial nas diferentes formas
apos tratamento com o Complexo 2. Dados expressos a partir da média + desvio-padrao de trés ensaios
independentes. Analise estatistica feita por ANOVA e comparagdo multipla por teste de Dunnett,
comparando com o controle ndo tratado. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001; ns nao
significativo. 1: Controle sem tratamento; 2: Complexo 1 ou 2 (30 uM); 3: Complexo 1 ou 2 (120 pM); 4:
Complexo 1 ou 2 (30 pM) + DMSO; 5: Complexo (120 uM) + DMSO; 6: Nhel; 7: H202 15 mM; 8:
Complexo 1 ou 2 (30 uyM) + H202 15 mM; 9: Complexo (120 yM) + H202 15 mM; 10: Complexo 1 ou 2
(30 uM) + H202 15 mM + DMSO; 11: Complexo 1 ou 2 (120 uyM) + H202 15 mM + DMSO; 12: 500mM
H20:.
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Os resultados obtidos apdés os tratamentos com o Complexo 2 também
mostram sua capacidade em clivar a molécula de DNA (Figura 6C e D). No entanto,
comparando ao controle nao tratado, somente na maior concentragdo testada
(120uM), o complexo isolado induziu cortes na fita simples, potencializando o
surgimento de banda na forma Il no gel de agarose (Figura 6C, coluna 3). Ademais,
na presenga de DMSO 0,05%, também foi constatado a redugdo na quantidade de
quebras de DNA e, portanto, redugao da intensidade das bandas condizentes a forma
Il (Figura 6C, colunas 4 e 5).

Nas concentragdes testadas (30 uM e 120 yM) na presenga de H202e na menor
concentracéo (30 uM) associado ao H202e DMSO 0,05%, o Complexo 2 nao foi capaz
de clivar a fita simples e nem de induzir cortes na dupla fita do DNA (Figura 6C,
colunas 8, 9 e 10). Nao obstante, foi observado que na maior concentracao testada
(120 pM), associado ao H202 e DMSO 0,05%, o Complexo 2 foi capaz de degradar
completamente o DNA plasmidial, representado pela auséncia de bandas no gel
(Figura 6C, coluna 11).

Para esclarecer o mecanismo envolvido na reagdo de clivagem do DNA
plasmidial, estudos anteriores foram realizados na presenca de H202 como cofator
redox dos complexos de cobre(ll), sendo possivel observar indugdo de quebras e
dano ao DNA plasmidial. Por outro lado, quando os autores adicionaram o DMSO,
conhecido como sequestrador de radicais livres, puderam observar um efeito protetor
e, consequentemente, uma redugao da atividade de clivagem do DNA dos complexos
de cobre(ll) (SENEL et al., 2019; SIMUNKOVA et al., 2019). Esses achados vém ao
encontro dos observados no presente estudo para o Complexo 1 e em parte para
Complexo 2, uma vez que nao foi capaz de clivar o DNA na presenga do H20x-.

Nossos resultados indicam que o Complexo 1 possui maior capacidade em
gerar danos, induzir cortes em fita simples, na presenca de H202 e na fita dupla do
DNA. Entretanto, os valores de IC50 demonstrarem que o Complexo 2 foi mais
citotoxico nas linhagens tumorais testadas. Como apontado por Paixao et al. (2017),
a capacidade dos complexos em penetrar a membrana celular pode estar relacionada
a diferengcas em suas composi¢des, o que determina suas acdoes em diferentes
mecanismos moleculares.

Fato é que os resultados externados sugerem que os Complexos 1 e 2 séo
capazes de clivar o DNA. Supbe-se que a funcionalidade do anel aromatico planar

presente na estrutura da 1,10-fenantrolina, associada a complexos de cobre(ll), faz
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com que os complexos deste estudo atuem como intercalador, sendo capazes de
clivar o DNA por meio da quebra de fita simples. Na presenca do H202, além da
intercalacédo, a interacdo do Complexo 1 com o DNA foi causada por meio do
mecanismo de dano oxidativo com a produgdao de EROs, demonstrando, portanto,
atividade de nuclease por dose-dependéncia com a conversdao da forma |
(superenrolada) para as formas Il (linear) e Il (circular). Nesse cenario, outros estudos
com complexos de cobre(ll) demonstraram resultados que corroboram com os nossos
aqui descritos (POLLONI et al., 2019; SHI et al., 2019; SIMUNKOVA et al., 2019;
ARJMAND et al., 2020; ROSTAS et al., 2020; PENA et al., 2021; RUTA et al., 2021).

9.4. Marcadores de proliferagao celular — Ki-67 e Ciclina D1

Finalmente, marcadores relacionados ao ciclo celular foram avaliados, com o
intuito de definir as vias através das quais os Complexos agem nas células LNCaP
(Figura 7). Pelo ensaio de MTT estas foram as mais sensiveis aos tratamentos. Essas
sao células hormoénio-dependentes sensiveis aos androgenos, advindas de
metastases linfonodais e caracterizam o CaP no estagio inicial. Em cultura, essas
células epiteliais aderem de forma isolada em uma monocamada ou agregadas
formando clusters. Produzem fosfatase acida prostatica (PAP), PSA e fator de
crescimento epidérmico (EGF) (SOUZA, 2015). Quando tratadas com o Complexo 1,
apos 48 horas, houve redugao na expressao de Ki-67 e Ciclina D1 nas células LNCaP.
Contudo, para o Complexo 2 verificou-se um aumento na expressao de ki-67 e uma

reducao de Ciclina D1, menos expressiva do que o composto anterior.
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Figura 7: Expressao dos marcadores de proliferagédo celular Ki-67 e Ciclina D1 na linhagem celular
prostatica LNCaP, cultivadas por 48 h com os complexos de cobre(ll) 1 e 2, (A) Histogramas
representativos das analses de citometria de fluxo. Em cinza escuro células ndo marcadas, em cinza
claro a populagao de células marcadas apenas com o anticorpo secundario e em branco as células
expressando os marcadores em estudo. Graficos demonstrando a diferenca das marcagbes
analisadas. Os dados estdo expressos a partir da média + desvio-padrdo de trés ensaios
independentes. Analise estatistica feita por ANOVA e comparagdo multipla por teste de Dunnett,
comparando com o controle ndo tratado. ****p < 0,0001.
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A nucleoproteina Ki-67 é uma proteina relacionada a sintese de RNA
ribossébmico, utilizada como biomarcador de proliferacdo de células tumorais

amplamente empregada para avaliar o comportamento biolégico de diferentes lesdes.
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Estudos tém demonstrado que altos niveis de expressdo desse biomarcador estao
significantemente relacionados ao estagio do tumor e a um pior prognostico dos
pacientes (BYUN et al., 2019; WANG et al., 2020; ZHANG et al., 2021). E uma proteina
expressa em todas as fases do ciclo celular, exceto G0-1 (células quiescentes)
estimando o numero de células em proliferacdo (RICHARDSEN et al., 2017; LIU et al.,
2021; ZHANG et al., 2021). No CaP, tem sido relacionada ao escore de Gleason, a
sobrevida livre de doenga, a invasdo do tumor para as vesiculas seminais, a
recorréncia bioquimica ou até mesmo a morte apos prostatectomia radical
(RICHARDSEN et al., 2017; LIU et al., 2021). Pisani et al. (2020), observaram que os
valores de Ki-67 no CaP sao extremamente heterogéneos variando em cerca de 1,1
e 10,1%, sendo maior entre os pacientes com a doencga localmente avangada.
Portanto, sugerimos que o Complexo 1 atue em células horménio-responsivas de
modo a impedir sua progressdo. Em analogia aos dados apresentados pelo Complexo
1 nesta pesquisa, o complexo de cobre(ll) [Cu (HL) CI] foi avaliado in vivo em tumores
solidos de Ehrlich induzidos em camundongos e sua atividade antitumoral provou ser
mediada pela inibicdo da expressao do marcador de proliferacdo celular Ki-67 (EL-
AARAG et al., 2021). Outros estudos in vivo em xenoenxerto com tumores de mama,
tratados com um complexo de cobre(ll) contendo fenantrolina como ligante,
demonstraram reducao nos niveis de expressao de proteinas antiapoptaticas e Ki-67,
sugerindo que o complexo foi capaz de reduzir a proliferagdo das células malignas
(FAN et al., 2017).

As ciclinas séo proteinas reguladoras do ciclo celular das células eucarioticas
desempenhando papel importante no surgimento e progresséo de tumores. Dentre os
tipos conhecidos de ciclinas temos: A, B, C, D, E, F, G e H. A Ciclina D possui 3
subtipos (D1, D2 e D3). Durante o ciclo celular, cada fase é estritamente regulada por
um complexo ciclina-CDK. Inicialmente, sinais mitogénicos induzem a sintese das
Ciclinas D que se associam ao CDK 4 ou CDK 6 que, por sua vez, fosforliam e inativam
a proteina retinoblastoma (pRb), conhecidamente supressora tumoral. (BAI; LI;
ZHANG, 2017; ZOU; LIN, 2021). A expressao aberrante ou amplificagdo da Ciclina D1
promove a proliferagao de células malignas, sendo também observada no CaP, o que
a torna um marcador de progndstico e um alvo terapéutico promissor (FU et al., 2004;
YANG et al., 2017; ZOU; LIN, 2021).

Estudos preliminares sugerem que no CaP a via da ciclina desempenha um

papel importante na evolugcédo da doencga para um estado resistente a castracao, além
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de demonstrar uma interagcdo com os androgenos (SCHEINBERG et al.,, 2020;
JARDIM et al., 2021). Ja foi previamente demonstrado que complexos de cobre(ll)
provocarem danos ao DNA (POLLONI et al., 2019). Segundo Chen et al. (2016), outro
complexo metalico, o de ruténio(ll) (Ru(ll)/polipiridil), foi citotéxico a células A549
(carcinoma de pulm&o humano), com bloqueio na transicdo G1/S e redug¢ao nos niveis
de expressao de Ciclina D1.

Neste contexto, os resultados aqui apresentados, indicam que o Complexo 1
foi ativo a linhagem horménio-responsiva. Conforme dados ja publicados, o andrégeno
induz a atividade da telomerase, causa progressdo no ciclo celular, aumento da
expressao de Ki-67 e Ciclina D1 (KRASNOVSKAYA et al., 2020; JARDIM et al., 2021).
Sugerimos, portanto, que a agao do Complexo 1 seja mediada pelo receptor e que

estudos adicionais sejam conduzidos para testar a hipotese aqui apresentada.

10. Conclusao

Os Complexos 1 e 2 apresentaram efeito dose-dependente sobre células
tumorais prostaticas. Considerando os valores de IC50 e do IS, o Complexo 2 foi mais
citotéxico e seletivo para a LNCaP em ambos os periodos de tratamento. As predi¢coes
por docking molecular evidenciaram a possibilidade dos complexos apresentarem
afinidade com o DNA e capacidade de interagdo ao sulco menor, destacando-se o
Complexo 1. Além disso, os complexos exibiram atividade nucleasica, demonstrando
capacidade de clivar a fita simples do DNA mesmo na auséncia de H202. No entanto,
apenas o Complexo 1, na presenca de H202, foi capaz de clivar a fita dupla do DNA
plasmidial. O Complexo 1 também reduziu significativamente os niveis de expressao
de ki-67 e Ciclina D1, confirmando a redugédo da proliferacdo celular na linhagem
tumoral LNCaP (horménio-responsiva).

Novos estudos poderdao mensurar os valores do coeficiente de particdo dos
complexos em estudos para avaliar a lipofilicidade, a capacidade de absorgao e
permeabilidade da membrana celular e, portanto, elucidar o fato do Complexo 2
apresentar valores de IC50 menores e maior IS no tratamento de 48 h nas linhagens
celulares testadas, sendo que nos demais ensaios do presente estudo, o Complexo 1

modulou ativamente vias pro-tumorigénicas.
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Por fim, os dados obtidos demonstram que o Complexo 1 obteve melhor
resultado no processo de ancoragem por docking por uma pequena diferenga de
energia, demonstrou melhor atividade nucleasica e redugao dos niveis de expressao
de ki-67 e Ciclina D1. Por outro lado, o Complexo 2 apresentou melhores valores de
IC50 e IS no tratamento de 48 h nas linhagens celulares testadas, sugerindo que os
Complexos em estudo sdo candidatos promissores para desenvolvimento de novos

farmacos antitumorais
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