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RESUMO

O Cancer de Mama (CM) ¢ a segunda neoplasia maligna mais comum entre as mulheres no
Brasil, apds os tumores de pele ndo melanoma. A quimioterapia ¢ uma estratégia terapéutica
importante e amplamente utilizada, mas o cenario de resisténcia e de efeitos colaterais
debilitantes comprometem sua eficacia. Os compostos metalicos de cobre tém se destacado
por sua capacidade de clivar o DNA, gerar espécies reativas de oxigénio e induzir a apoptose
de células tumorais, com reduzida toxicidade. Portanto, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a citotoxicidade de dez novos compostos metalicos de cobre e de seus ligantes nas
linhagens mamarias MCF-10A (ndo tumorigénica), MCF7 (CM fenoétipo luminal) e a MDA-
MB-231 (CM fenétipo triplo-negativo). Foi adotado o ensaio de MTT em tratamentos por 24h
e 48h com oito concentracdes dos complexos. Para as células representativas de CM triplo-
negativo observou-se uma redu¢do na sua viabilidade, especialmente apos 48 horas.
Destacaram-se Mi02, Mi05, Mi09 e Mil0, com valores de ICso inferiores a 50 uM apods 48
horas e reduzidos pela metade quando comparados com os de 24 horas. Os menores valores
de ICso foram observados para Mi05 e Mi09 com indices de seletividade (IS) de 2,40 e 3,78,
respectivamente apds 48 horas. Os ligantes de Mi05 e Mi09 ndo apresentaram efeito nas
linhagens MCF-10A e MDA-MB-231, ap6s 48 horas. Os complexos ndo foram ativos a
MCF7. Nossos resultados evidenciam o efeito promissor de dois novos complexos metalicos
de cobre no CM triplo-negativo e estudos adicionais sdo necessarios para investigar as vias
oncogénicas moduladas por esses compostos.

Palavras-chave: Cancer de Mama. Citotoxicidade. Quimica Inorganica. Quimioterapia.
Tratamento.



ABSTRACT

Breast Cancer (BC) is the second most common malignancy among women in Brazil, after
non-melanoma skin tumors. Chemotherapy is an important and widely used therapeutic
strategy, but resistance and debilitating side effects compromise its effectiveness. Copper
metal compounds have stood out for their ability to cleave DNA, to induce reactive oxygen
species and promote tumor cell apoptosis, with reduced toxicity. Therefore, the aim of the
present study was to evaluate the cytotoxicity of ten new metallic copper compounds and their
ligands in the mammary cell lines MCF-104 (non-tumorigenic), MCF7 (BC luminal
phenotype) and MDA-MB-231 (BC triple phenotype-negative). The MTT test was adopted in
treatments for 24h and 48h with eight concentrations of the complexes. These were not active
in the MCF7 strain. For triple-negative BC cells a reduction in their viability was observed,
especially after 48 hours. Mi02, Mi05, Mi09 and Mil0 stood out, with ICsy values below 50
uM after 48 hours and reduced by half when compared to 24 hours. The lowest ICsy values
were observed for Mi05 and Mi09 with selectivity index (SI) of 2.40 and 3.78, respectively,
after 48 hours. Mi05 and Mi09 ligands showed no effect on MCF-104 and MDA-MB-231
lineages after 48 hours. Our results show the promising effect of two new copper metal
complexes on triple-negative BC and further studies are needed to investigate the oncogenic
pathways modulated by these compounds.

Keywords: Breast Cancer. Cytotoxicity. Inorganic chemistry. Chemotherapy. Treatment.
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1 INTRODUCAO

1.1 O Cancer de Mama: aspectos gerais

A incidéncia e mortalidade por cancer tém crescido rapidamente em todo o mundo,
tornando indispensaveis as discussdes acerca do diagnostico e do tratamento adequados
(SIEGEL et al., 2022). De acordo com a Organizagdo Mundial de Satde (WHO), em 2020,
foram registrados, mundialmente, excetuando o cancer de pele ndo melanoma, mais de 19
milhdes de novos casos da doenga e cerca de 10 milhdes de 6bitos, o que torna o cancer a
segunda causa de morte na populacdo (WHO, 2020). O termo cancer abrange mais de 200
doengas, que, apesar de histologicamente diferentes, apresentam caracteristicas comuns no
que se refere a desregulagdo do ciclo celular e evasdo a apoptose (ABAZA et al., 2022).
Globalmente, de acordo com a mais recente estimativa da WHO, os tumores mais comumente
diagnosticados em 2020 foram: mama (2,26 milhdes de casos), pulmao (2,20 milhdes de
casos), colorretal (1,93 milhdes de casos), prostata (1,41 milhdes) e estomago (1,09 milhdes
de casos). Para 2025 sao previstos 21,9 milhdes de novos casos, sendo 2,5 milhdes apenas de
Cancer de Mama (CM) (WHO, 2020).

Células malignas dividem-se descontroladamente e conseguem invadir tecidos,
alcancar a corrente sanguinea e colonizar novos 6rgaos, fato este conhecido como metastase
(BRIERLEY; GOSPODAROWICZ; O’SULLIVAN, 2016). Mutagdes acumuladas em genes
chaves (proto-oncogenes e supressores de tumores) coordenam o processo tumorigénico.
Nesse contexto, sao definidos trés estagios para o surgimento da doenga: (i) o de iniciacdo, em
que as alteragdes moleculares mediadas por carcindgenos (oncoaceleradores) acontecem; (ii)
o de promocdo, caracterizado por células geneticamente alteradas submetidas a
oncopromotores €, portanto, a acao de fatores para que o tumor se estabeleca e, finalmente, o
de (iii) progressao com a multiplicagdo descontrolada das células transformadas (TELLONI,
2017; KOO et al., 2020).

Hanahan e Weinberg (2011) propuseram caracteristicas comuns que auxiliam na
compreensdo da heterogeneidade das neoplasias malignas e sdo fundamentais para o avango
da doenca (Figura 1). Segundo os autores, células adquirem diferentes marcas conforme
alcangam um estdgio maligno metastatico (Figura 1A). A sustentacdo da sinaliza¢do
proliferativa € a principal, sendo que a homeostase do ciclo celular ¢ interrompida durante a

tumorigénese. A persisténcia de estimulos, a ocorréncia de danos no DNA ¢ a escassez de
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nutrientes geram um microambiente estressante, ao qual as células transformadas se adaptam.
Em células cancerosas, varios genes supressores de tumor sdo inativados por mutagao,
delecao e mecanismos epigenéticos, permitindo a evasao a apoptose. O escape imunoldgico, a
reprogramagao do metabolismo celular, a instabilidade gendémica e a inflamacao também
contribuem para esse processo. A invasdo de células transformadas, com o rompimento da
membrana basal, a imortalidade replicativa, com alteracdes em regides teloméricas, e a
vascularizagdo, garantindo a sustentabilidade dessas lesdes, também sao marcas importantes a
tumorigénese (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Recentemente, Hanahan (2022) apresentou
novas caracteristicas emergentes que possibilitam a formacdo de tumores malignos (Figura
1B), sendo estas intimamente relacionadas as anteriormente descritas. Os autores citam o
desbloqueio da plasticidade fenotipica, através do qual as células se tornam capazes de
escapar do estado de diferenciacdo terminal (YUAN; NORGARD; STANGER, 2019;
HANAHAN, 2022). A reprogramacao epigenética ndo mutacional esta incorporada nesse
processo, uma vez que regula a expressdo génica. Os microbiomas polimoérficos também se
mostram como uma caracteristica crucial para o cancer, uma vez que a variabilidade na
populagdo de microrganismos entre individuos afetados pode impactar no fendtipo da doenga.
Por fim, a senescéncia ¢ citada, sendo capaz de estimular o desenvolvimento de tumores
(HANAHAN, 2022). A aquisicdo de todas essas caracteristicas depende de alteracoes
genOmicas, sendo que certos gendtipos mutantes conferem vantagem seletiva em subclones de

células, possibilitando o seu crescimento (PAUL, 2020).

Figura 1. As marcas do cancer segundo Hanahan e colaboradores. (A) Caracteristicas apresentadas e amplamente
discutidas pelos autores em 2011. (B) Marcas emergentes e facilitadoras do fenotipo maligno.

1 A 1 B Marcas emergentese

Sustentagioda Evitando os supressores Sl careel norn
sinalizagao proliferativa de crescimento

Evasdoda

Reprogramacéo
B - destruicao

do metabolismo

celular imunologica
Resistindo a !:’ermiti_ndo a
morte celular 109 |m0|l'tﬂllg‘,lade
replicativa
F LS
Instabilidade
mutagiodo Inflamagao promotora
=encd e tumor L Microblomas
polim ]
Induzmdoa Atwandoa invasaon
vascularizacéo eametastase

Fonte: Adaptado, Hanahan, 2022.



13

No Brasil, o CM ¢ o mais comumente identificado no sexo feminino, depois do cancer
de pele ndo melanoma, sendo responsavel por cerca de 30,1% de diagnosticos a cada ano
(Figura 2). Sao esperados para cada ano do triénio 2023-2025, 704 mil casos novos de cancer,
excluindo os casos de tumores de pele ndo melanoma (INCA, 2022). Considerando apenas o
CM, sao estimados 73.610 novos casos anuais no pais, representando uma taxa ajustada de
41,89 casos por 100 mil mulheres. Por regides brasileiras, a incidéncia do CM, para 100 mil
mulheres serd de 84,46 na regido Sudeste; 71,44 na regido Sul; 57,28 na regido Centro-Oeste;

52,20 na regido Nordeste e de 24,99 na regido Norte (INCA, 2022).

Figura 2. Distribuigdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes para o triénio 2023-2025 para o sexo
feminino, com exceg¢do do cancer de pele ndo melanoma.

Mama feminina 73610  301%
Mulheres  Cdlon e Reto 23.660 97%
Colo do utero 17.010 7.0%
Tragueia, Bronquio e Pulmao 14.540 6,0%
Glandula Tireoide 14160 5.8%
Estomago 8140 3,3%
Corpo do utero 7.840 3.2%
Ovario 7310 3.0%
Pancreas 5690 2.3%
Linfoma nao Hodgkin 5620 2.3%

Fonte: Adaptado, INCA, 2022.

1.2 O Cancer de Mama: fatores de risco e diagnéstico

O principal fator de risco ¢ a idade, uma vez que, com o envelhecimento, hd o
aumento no nimero de erros durante a replicagdo e uma ineficacia dos sistemas de reparo, o
que compromete o funcionamento molecular (MANOUCHEHRI et al., 2022). Além disso,
destacam-se a historia familiar e as mutacdes nos genes BRCAI (Breast Cancer 1, early
onset) ¢ BRCA2 (Breast Cancer 2, early onset), definidos como supressores tumorais
responsaveis por regular a expressdo génica e o controle do ciclo celular. Em 90% dos casos
em que ha mutacdes nestes genes, os tumores sdo mais agressivos € heterogéneos
(FOUNTZILAS et al., 2020; COELHO et al., 2018). Um estudo realizado no Reino Unido,

com uma coorte de mais de 113.000, mulheres demonstrou que aquelas com parentes de
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primeiro grau diagnosticados com CM possuem um risco 1,75 vezes maior de desenvolver a
doenca quando comparadas com mulheres sem casos de CM na familia (BREWER et al.,
2017). Este também ¢ associado a historia reprodutiva e hormonal das mulheres, sendo que,
quando menopausadas tardiamente, o risco de desenvolver lesdes na mama aumenta em cerca
de 3% (BREWER et al., 2017; MOMENIMOVAHED; SALEHINIYA, 2019). A nuliparidade
e menarca precoce sio relacionadas a uma maior predisposicao a doenga (PICON-RUIZ et al.,
2017).

Finalmente, a exposicdo a carcindgenos (quimicos, fisicos e bioldgicos) e o
comportamento (sedentarismo, obesidade ¢ consumo de bebida alcodlica) também sdo
aspectos importantes no desenvolvimento de tumores mamarios (STONE; MCPHERSON;
GAIL DARLINGTON, 2018). O consumo de alcool, por exemplo, pode elevar os niveis de
hormdnios estrogénicos no sangue, favorecendo o processo proliferativo inerente a neoplasias
(COLDITZ; PETERSON, 2018; SMITH et al., 2020). Uma analise fundamentada em 53
estudos epidemiologicos revelou que a ingestdo de 33-44 gramas de alcool por dia € capaz de
aumentar em 32% o risco para o CM (SUN et al., 2017).

Nesse cendrio, ¢ de suma importancia entender as caracteristicas histofisioldgicas da
glandula mamaria e como esta se comporta durante o surgimento e progressaio do CM. A
mama é um orgio composto de pele, tecido mamario e subcutaneo (BISWAS et al., 2022). E
dindmico, uma vez que passa por diferentes mudancgas morfogenéticas durante o periodo da
puberdade, gravidez, lactagdo e regressdo (HASSIOTOU; GEDDES, 2013). Sua base se
estende anteroposteriormente da segunda a sexta costelas. Seus limites anatdmicos
compreendem da segunda ou terceira costela até o sulco mamario inferior e, transversalmente,
da borda lateral do esterno até a linha axilar média (PANDYA; MOORE, 2011). Seu epitélio ¢
formado por uma bicamada composta por células luminais internas que circundam a cavidade
dos ductos, sendo essas rodeadas pelas células basais externas ou mioepiteliais que
influenciam profundamente o desenvolvimento e a biologia da glandula (MUSCHLER;
STREULI, 2010; ALEX; BHANDARY; MCGUIRE, 2020) (Figura 3). No tecido mamario, os
ductos e os lobulos sdo delineados por uma camada superficial denominada luminal e outra
interna que possui relacdo com a membrana basal, que separa o epitélio do estroma. Este
fornece estrutura fisica, nutrientes e suprimentos, sendo composto por fibroblastos inter e
intralobulares, células endoteliais, adipdcitos, linfocitos e macréfagos (BAZIRA; ELLIS;

MAHADEVAN, 2022).
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Figura 3. Sec¢do transversal dos dutos mamarios rodeados por uma espessa camada de tecido conjuntivo
(estroma) contendo colageno, fibroblastos e adipdcitos. Também sao visiveis pequenos alvéolos que preenchem
a camada de gordura durante a amamentac¢do. Um capilar ¢ evidente, além de macréfagos e mastocitos, embora
estes necessitem de coloragdo especifica para visualizagdo. As células luminais que alinham os ductos mamarios
e as células mioepiteliais que constituem a camada basal também so evidenciadas.
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Fonte: Adaptado, Muschler; Streuli, 2010.

Os alvéolos mamarios, unidades estruturais da glandula mamadria, sdo constituidas por
células secretoras rodeadas por tecido mioepitelial e organizados em 7 a 10 lobos (GUPTA;
ZHANG; HUANG, 2019). Cada lobo ¢ formado por varios ductos e 16bulos que se unem para
constituir os ductos principais. Estes estdo separados por septos fibrosos que se estendem da
faixa profunda a pele (MASOOD, 2015; EAST et al., 2017). As células epiteliais mamarias
formam pequenos ductos que sdo responsaveis por levar o leite produzido nas glandulas até o
mamilo (SOLANKI; VISSCHER, 2020).

Diferentes patologias podem acometer as estruturas da mama, podendo ser benignas
ou malignas (EAST et al., 2017). Os distarbios benignos incluem mastalgia, cistos, doenca
fibrocistica, fibroadenomas e mastites. A mastalgia ¢ caracterizada como uma dor com origem
na mama, podendo ser dividida em uni ou bilateral, focal ou difusa, constante ou intermitente
(MOHAMMED, 2020). Além disso, pode ser ciclica ou aciclica, em que a primeira €
relacionada ao ciclo menstrual e a segunda costuma ser focal, constante ou intermitente,
associada a cisto simples ou at¢ a um CM (GENC et al, 2017; SOLANKI; VISSCHER,
2020). O cisto mamario ¢ um nddulo cheio de liquido que se forma no ducto terminal da
unidade lobular mamadria, podendo ser simples (benigno) ou complexo, com bordas mais
grossas e irregulares (ATHANASIOU et al.,, 2014). A doenga fibrocistica ¢ um distirbio
comum entre as mulheres com a presenga de dor, cistos e nodulos benignos simultaneos.

Algumas dessas alteracdes estdo associadas a um aumento no risco de CM (MALHERBE;
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KHAN; FATIMA, 2022). O fibroadenoma ¢ um tumor benigno que geralmente surge em
mulheres com menos de 30 anos. Sdo noédulos facilmente mobilizados e possuem bordas
nitidamente definidas, que podem ser apalpadas durante o autoexame (GUPTA; ZHANG;
HUANG, 2019). Finalmente, as mastites, ou infec¢des da mama, que podem vir ou nado
acompanhadas da presenca de bactérias. Normalmente, a mastite afeta apenas uma das
mamas, causando dor e desconforto na regido (PEVZNER; DAHAN, 2020). Ocorrem,
geralmente, em mulheres no pos parto e na fase de amamentacao, apesar de também acometer
aquelas que nao estdo amamentando (WILSON; WOODD; BENOVA, 2020). Contudo,
tumores malignos também podem ser detectados e, quando presentes, necessitam ser
rapidamente tratados (MALHERBE; KHAN; FATIMA, 2022).

O CM, quando diagnosticado em suas fases iniciais, em que a lesdo se encontra menos
avancada, possui elevadas chances de cura (LOBERG et al., 2015). O Ministério da Satde
sugere a mamografia de rastreamento para mulheres de 50 a 69 anos de idade, a cada dois
anos. Esta ¢ capaz de reconhecer alteragdes suspeitas, mas ainda assintomaticas, auxiliando na
reducdo da taxa de mortalidade ao possibilitar o tratamento precoce (GIAMPIETRO et al,
2020). Além disso, a mamografia reduz em 19% a mortalidade por CM (JAFARI et al., 2018).
Outro método importante para diagndstico e monitoramento € a ultrassonografia, a qual
possibilita a deteccdo de tumores mamarios em mulheres jovens, gravidas e em fase de
amamentacao (GUO, 2018). A ressonancia magnética ¢ também amplamente empregada e
utiliza um campo magnético e pulsos de radiofrequéncia, com elevada sensibilidade
(HOUSSAMI; TURNER; MORROW, 2017). Ja a biopsia € essencial para a confirmacdo da
doenca, em que um fragmento do nodulo ¢ retirado e avaliado pelo patologista para a

defini¢do do diagnostico (BICK ef al., 2020).

1.3 As classificacdes histologica e molecular do cincer de mama

Tumores mamarios sao classificados histologicamente e molecularmente. O carcinoma
de células epiteliais ¢ o mais comum, destacando-se o in sifu € invasivo, sendo que o
carcinoma ductal invasivo sem outras especificagdes (NOS) corresponde a 75% dos
diagnosticos (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018; BRAY, 2018). Este inicia-se nos
ductos lactiferos e rompem seus limites acometendo tecidos proximos. Esses tumores também
atingem vasos linfaticos e sanguineos e, portanto, com potencial metastatico (GOH et al.,
2019). O carcinoma ductal in situ consegue afetar os ductos mamadrios e se restringe a estes,

ndo invadindo tecidos circundantes (BADVE; GOKMEN-POLAR, 2019). Representa até
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15% dos CMs recém diagnosticados (CUTULI, 2019). O carcinoma lobular in situ (2 a 6%
dos casos) e invasivo (10% dos casos) apresentam o mesmo comportamento dos anteriores,
contudo, acometem os lobulos mamarios (LOGAN et al., 2015). Os menos comuns incluem o
carcinoma Inflamatorio, a doenca de Paget e o tumor Filoide, o qual se desenvolve no tecido
conjuntivo da mama (WEN; BROGI, 2018; BRAY, 2018).

J& do ponto de vista molecular sd3o definidos quatro subtipos principais, com diferentes
desfechos clinicos e, portanto, cruciais no prognostico da doenga (LARSEN et al., 2018). Essa
categorizagao foi proposta em 2000 e se baseia em dados de expressdo de marcadores
especificos, sendo estes o Receptor de Estrogeno (RE), o Receptor de Progesterona (RP) e o
Receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano (HER2) (PERNAS; TOLANEY,
2019). Tumores Luminal A representam cerca de 50-60% do total, sendo o subtipo mais
comum (IGNATIADIS; SOTIRIOU, 2013). Sao positivos para RE e RP e negativos para
HER2. S3o pouco proliferativos e expressam citoqueratinas (CK) luminais CK8/18, com
melhor prognoéstico e taxa de recidiva de 27,8% (significativamente inferior aos de outros
subtipos) (DAI et al., 2015). Os Luminal B correspondem de 10 a 20% de todos os CMs,
sendo positivos para RE e/ou RP podendo ou ndo expressar HER2 (MCCARTHY et al.,
2021). Diferem dos anteriores por serem lesdes altamente proliferativas e, portanto, a
sobrevida das pacientes tende a ser menor que o Luminal A (LI et al., 2016). Frequentemente
apresentam aneuploidias e mutagdes dos genes TP53 e PIK3CA. Uma propor¢ao dos tumores
Luminais B apresentam uma superexpressdao do oncogene HER2 (ELIYATKIN et al., 2015).
Os tumores HER2 enriquecidos comprometem de 15 a 20% das pacientes com CM (AL-
THOUBAITY, 2020). Nao expressam receptores hormonais e possuem o HER2 amplificado
(LAIBLE et al., 2019). Essa proteina ¢ localizada no cromossomo 17 e codifica para uma
glicoproteina transmembranar que, quando expressa em baixos niveis, exerce atividade
intracelular de tirosina-quinase, atuando no crescimento celular normal (FAHAD ULLAH,
2019). Morfologicamente, esses tumores sdo altamente proliferativos, sendo que 75%
apresentam alto grau histologico e mais de 40% possuem mutagdes no gene 7P53 (DAI et al.,
2015; AL-THOUBAITY, 2020). Apresentam um comportamento clinico agressivo, mas que
sdo suscetiveis a tratamentos com drogas anti-HER2. Finalmente, o CM triplo-negativo
(CMTN), diagnosticado em cerca de 10 a 20% das lesdes mamarias, ¢ mais prevalente na pré-
menopausa, ndo expressa nenhum dos marcadores, sendo, portanto, bastante heterogéneo
(ELIYATKIN et al., 2015). Esses tumores sao conhecidos por ndo responderem a terapia
endocrina, com altas taxas de recorréncia. Ademais, mais de 75% das mulheres que

apresentam mutacao no gene BRCAI possuem CMTN (MCCARTHY et al., 2021).
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As lesdes também sdo estadiadas utilizando-se o sistema TNM que estima o tamanho
do tumor primario (T), o comprometimento dos linfonodos regionais (N) e a presenca de
metastases distantes (M) (KALLI ez al., 2018). Portanto, o sistema TNM objetiva determinar
a extensao da doenga no organismo e seu avango acometendo outros 6rgaos (GIULIANO et
al., 2017). Nesse contexto, o CM pode ser classificado em 5 estigios (0 a 4). Nos estagios
0,1,2 a lesdo se limita a mama, com maiores chances de cura (HORTOBAGYI; EDGE;
GIULIANO, 2018). No estagio 3 o tumor alcangou os nodulos linfaticos e outros tecidos
mamarios, mas nao outros locais do corpo (KOH; KIM, 2019). Por fim, no estagio 4, a doenga
¢ metastatica e de pior prognostico (CSERNI, 2018). No estadiamento também ¢ considerado
o grau do tumor sendo: Grau I ou bem diferenciado, quando as células transformadas estao
crescendo mais lentamente e se assemelham ao tecido normal; Grau II ou moderadamente
diferenciado, quando apresentam caracteristicas intermedidrias e Grau III ou pouco
diferenciado, quando as células tendem a disseminar de forma agressiva (GIULIANO et al.,

2017; KALLI et al., 2018).

1.4 O tratamento do Cancer de Mama e as limitacdes da quimioterapia

O tratamento do CM depende das caracteristicas do tumor (histopatolégica e
molecular) e das condi¢des em que as pacientes se encontram (JI ez al., 2020). Em fase inicial
a massa ¢ retirada cirurgicamente, por mastectomia ou quadrantectomia, com possibilidade de
restauragdo (WANGCHINDA; ITHIMAKIN, 2016). Também pode ser adotada a radioterapia
e hormonioterapia, sendo que esta depende do status dos receptores hormonais (WAKS;
WINER, 2019). Na radioterapia sao utilizadas radiagdes ionizantes como raios X ou gama.
Apesar de as células sadias também serem passiveis de agressdo, estas conseguem se reparar,
0 que ndo acontece com as tumorais (HAUSSMANN et al., 2020; JI et al., 2020). No CM a
realizagdo da radioterapia apds a cirurgia conservadora de mama reduz o risco de recorréncia
em 10 anos pela metade e diminui em 20% as mortes por CM em 15 anos (OFFERSEN;
OVERGAARD, 2020).

A hormonioterapia visa inibir a atividade dos hormodnios em células tumorais
mamarias que expressam o RE (DRAGANESCU; CARMOCAN, 2017). Pode ser
administrada de forma isolada ou em combinacdo com outras formas de tratamento
(POMPEIL;, FERNANDES, 2020). O tratamento pode ser realizado com a administragdo de
tamoxifeno, um antiestrogénio que bloqueia os RE nas células tumorais. Também sao

utilizados inibidores de aromatase como o Anastrozol, Exemestano e Letrozol (TREMONT;
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LU; COLE, 2017). A aromatase ¢ uma enzima da familia do citocromo P-450 que converte a
androstenediona e a testosterona em estrona e estradiol, respectivamente (POMPEIL
FERNANDES, 2020; SOOD et al., 2021). Ja o fulvestranto age se ligando e bloqueando o RE
através de sua degradagio (DRAGANESCU; CARMOCAN, 2017; MOO et al., 2018). No
CM, a terapia enddcrina ¢ relacionada a melhora da sobrevida livre da doenga e da taxa de
mortalidade (MAO et al., 2020). Consiste em um tratamento de longa durag¢do e com efeitos
adversos como o aumento do risco de cancer de endométrio e fendmenos tromboembolicos
(DIABY et al, 2015). Para os inibidores de aromatase sdo relatadas perda oOssea com
consequente osteopenia e osteoporose e para o fulvestranto fogachos, nausea, astenia, cefaleia
e dor (SOOD et al., 2021).

A terapia alvo ¢ um tratamento personalizado e direcionado a marcadores especificos,
se destacando por sua eficdcia e menos efeitos colaterais (NAGINIL, 2017). A medicina
personalizada ¢ baseada na compreensdo da biologia tumoral e busca analisar as
especificidades moleculares das pacientes para a escolha de medicamentos precisos
(MASOUD; PAGES, 2017; MEISEL et al., 2018). Sio utilizados anticorpos anti-HER2 e o
inibidor anti-PARP (polimerases poli (ADP-ribose)). O primeiro ¢ indicado para tumores que
superexpressam HER2, para os quais se tem disponivel o anticorpo monoclonal trastuzumabe
(WYNN; TANG, 2022). Apesar de alguns efeitos, este tem contribuido para o aumento na
sobrevida das pacientes (DANIELS et al., 2017). O modo de agao do trastuzumabe envolve o
bloqueio do receptor do HER2, o qual se encontra superexpresso e, consequentemente, ha o
controle da divisdo celular (MARTINEZ-SAEZ; PRAT, 2021). J4 o inibidor anti-PARP ¢
indicado para pacientes com CMTN com os genes BRCAI e BRCA2 mutados (GONCALVES;
BERTUCCI; BERTUCCI, 2020). As enzimas PARP sdo responsaveis pelo reparo de danos
no DNA, contudo, nessas pacientes, hA um acimulo de danos decorrentes dos genes
supressores tumorais mutados e, com a administracdo de anti-PARP, ha um excesso de erros
que ativa a apoptose das células tumorais (NAGINI, 2017; CORTESI; RUGO; JACKISCH,
2021). Comercialmente encontram-se disponiveis o olaparibe, rucaparibe, niraparibe,
talazoparibe e veliparibe (MEISEL et al., 2018).

Sistematicamente, também ¢ adotada a imunoterapia, na qual sdo utilizados
medicamentos que estimulam o sistema imunologico (EMENS, 2018; HENRIQUES;
MENDES; MARTINS, 2021). No inicio de 2019, o Food and Drug Administration (FDA)
aprovou o primeiro anticorpo monoclonal humanizado Atezolizumabe em combinagdo com a
quimioterapia para o tratamento de pacientes com CMTN metastatico positivo para a proteina

ligante de morte celular programada-1 (PD-L1) (HEIMES; SCHMIDT, 2019). O PD-L1
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normalmente estd superexpresso nas células tumorais, ligando-se ao seu receptor PD-1 na
superficie das células T, inibindo-as (REDDY; CARROLL; NANDA, 2020). O
Atezolizumabe bloqueia o PD-L1 permitindo a ativagdo das células T e, assim, a destrui¢ao
das células tumorais (LATIF et al, 2022). O principal objetivo da imunoterapia ¢
proporcionar o estimulo da imunidade antitumoral, a qual pode ser obtida de maneira ativa, ao
estimular uma resposta imunologica fraca aos tumores, ou passiva, fornecendo agentes
imunologicos passivamente (HEIMES; SCHMIDT, 2019; SHARMNI VISHNU et al., 2022).

Como a imunoterapia nao ¢ aplicavel a todas as pacientes, no cendrio atual, a
quimioterapia permanece como uma estratégia de tratamento importante ao alvejar células
tumorais circulantes. Portanto, visa impedir a ocorréncia de metastases, uma vez que estas sao
as principais causas de morbimortalidade pela doenca (MERINO BONILLA; TORRES
TABANERA; ROS MENDOZA, 2017). Os quimioterapicos podem ser administrados por via
intravenosa e/ou oral, em sistemas isolados ou combinados (poliquimioterapia), ou mesmo
associados a outras estratégias terapéuticas, como a radioterapia (CLAESSENS et al., 2020).
Essas drogas sdo agrupadas de acordo com a sua estrutura quimica e mecanismos de agdo
(COUGHLIN, 2019).

No CM siao utilizados agentes alquilantes, como a ciclofosfamida, que interagem
covalentemente com o DNA promovendo a alquilacdo de bases em ambos os filamentos
(BIERSACK, 2019). Os antimetabolitos conseguem bloquear a sintese do DNA interferindo
na produgdo bioquimica das bases nitrogenadas (ABOTALEB et al., 2018). Sdo exemplos
para o CM a gencitabina e a capecitabina (TOI et al., 2021). As antraciclinas fazem parte dos
antibioticos antitumorais que atuam nas enzimas envolvidas na replicagdo do DNA, como os
inibidores de topoisomerase (VAN LEEUWEN; RONCKERS, 2016). Destacam-se a
doxorrubicina e a epirrubicina (NICOLAZZI et al., 2018). Ja os inibidores mitoticos atuam
especificamente sobre as células em fase de divisdo celular, estabilizando os microtubulos,
sinalizando para a apoptose (HANNA; MAYDEN, 2021). O docetaxel e, principalmente, o
paclitaxel sdo exemplos de taxanos amplamente utilizados no tratamento do CM (ABU
SAMAAN et al., 2019). Finalmente, os corticosteroides sdo uma classe de medicamentos que
possuem acdo anti-inflamatdria e imunossupressora, também muito utilizados no controle de
nauseas € vOomitos decorrentes da quimioterapia (FISUSI; AKALA, 2019). A quimioterapia
pode ser realizada antes da cirurgia (neoadjuvante) ou apos a excisdo da lesdo (adjuvante)
(COUGHLIN, 2019). Quando em estagio avancado, a doenga ja se encontra metastatizada e
os procedimentos clinicos, como a quimioterapia paliativa, visam melhorar a qualidade de

vida das pacientes, aumentando sua sobrevida (HANNA; MAYDEN, 2021).
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Contudo, a especificidade da quimioterapia ¢ reduzida, matando células normais.
Neste cenario sdo observados diversos efeitos colaterais, por vezes debilitantes, como queda
de cabelo, nauseas, perda de apetite, mal-estar e supressao do sistema imunolégico (MUTEBI
et al., 2020). Além disso, células tumorais evadem ao tratamento e desenvolvem mecanismos
de resisténcia comprometendo a eficidcia dos compostos e a sobrevida das pacientes
(MERINO BONILLA; TORRES TABANERA; ROS MENDOZA, 2017). Portanto, torna-se
necessaria a busca por novas drogas antineoplasicas, destacando-se os compostos metalicos,

especialmente os de cobre.

1.5 Compostos metalicos como agentes antineoplasicos promissores

As diversas aplicacdes biologicas de complexos metdlicos tém estimulado estudos
aprofundados de ions como agentes terapéuticos (MOLINARO et al., 2020). O uso desses
compostos, principalmente daqueles contendo metais de transi¢do, se iniciou em 1965, com a
demonstracdo da atividade antitumoral da Cisplatina [PtCl2(NH3)2] por Barnet Rosenberg e
colaboradores (HECHT et al., 2016). Ainda que esta droga tenha apresentado eficacia
terapéutica, os efeitos colaterais se mostraram severos, associados a quadros de resisténcia
(KHAN et al., 2020). Nesse contexto, mudangas estruturais foram propostas com a utilizagao
de analogos menos toxicos, introduzindo ligantes quelatos em suas estruturas, o que culminou
com a obtencdo da carboplatina e oxalaplatina, considerados quimioterdpicos de segunda
geracdo (GHOSH, 2019; WANG et al., 2021). Esses complexos de metais de transi¢do em seu
estado de oxidacao reduzida conseguem promover a formagdo de radicais livres por meio de
reacoes de Haber-Weiss ou Fenton, as quais possuem potencial de oxidar diferentes
biomoléculas (MOLINARO et al., 2020; NORTHCOTE-SMITH et al., 2021). A bleomicina,
por exemplo, consegue gerar radicais que clivam o DNA, separando um hidrogénio da por¢ao
do agucar da molécula (FLOREA; BUSSELBERG, 2011; MULWARE, 2013). Atualmente,
diferentes prototipos vém sendo testados e desenvolvidos incluindo diferentes metais como o
ruténio, bismuto, palddio e principalmente, o cobre (KHAN et al., 2020).

A forma pela qual os compostos metalicos tém sido empregados na terapia oncoldgica
se da sobretudo pela ligacdio do metal aos heteroatomos de bases nucleosidicas,
proporcionando uma ligagdo mais estdvel e impedindo o processo de replicagdo de DNA
(ZHANG et al., 2017; COSTA et al., 2020). Uma vantagem de se utilizar esses compostos € a
sua capacidade de formar bases de Schiff, uma estrutura que doa elétrons, sendo, portanto, de

grande importancia por serem estaveis e apresentarem alta afinidade por sitios ativos (GILL;



22

VALLIS, 2019; MASURI et al, 2022). Os complexos metalicos também sdo capazes de
induzir a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de reagirem com moléculas
celulares (HECHT et al., 2016; VALENTE et al., 2021). Em niveis elevados, as EROs
induzem a apoptose, o que vem sendo explorado no tratamento oncoldgico (SANDHAUS et
al., 2016; WANG et al., 2021). Além disso, os compostos contendo metais sdo vantajosos
pela sua capacidade de coordenar ligantes em uma configuracao tridimensional, permitindo a
funcionalizacdo de grupos que podem ser adaptados a alvos moleculares definidos
(HUSSAIN et al., 2019; QUILES et al., 2020). Assim, o estado de oxidacao destes complexos
¢ uma consideracdo importante, uma vez que permite a participagdo no processo de redox,
desempenhando um papel fundamental na dose ideal e na biodisponibilidade do mesmo
(RAMOS-INZA; PLANO; SANMARTIN, 2022).

O cobre estd presente em todos os organismos vivos, sendo essencial para o
crescimento e desenvolvimento humano (MENDO et al., 2015). Por ser um elemento vital,
sugere-se seu uso como agente antitumoral menos téxico do que metais ndo essenciais como a
platina (LELIEVRE et al., 2020). As propriedades dos compostos metalicos sdo definidas
pela natureza dos quelatos, os quais podem apresentar atividade antiproliferativa. Nesse
contexto, sua aplicacdo esta ligada a sua capacidade de coordenacio (BLOCKHUYS;
WITTUNG-STAFSHEDE, 2017; HUSSAIN ef al., 2019). Assim, os ligantes presentes nas
moléculas conseguem neutralizar a carga dos ions de cobre, facilitando o transporte através da
membrana celular e a maior interagdo com acidos nucleicos e proteinas (RAMCHANDANI et
al., 2021). O cobre também desempenha papéis centrais em varios processos celulares, sendo
um micronutriente essencial € um importante cofator para varias metaloenzimas envolvidas
no metabolismo mitocondrial (citocromo ¢ oxidase) (XIA et al, 2019; DA SILVA et al,
2021). Além disso, sdo passiveis de serem combinados a outros medicamentos, em um regime
quimioterapico mais efetivo no controle do cancer (MACHADO et al., 2021). No caso de
células tumorais, os transportadores de cobre sdo muito expressos, o que leva a uma maior
absor¢ao. Além disso, essas células se mantem em alta taxa de divisao celular, fazendo com
que haja maior exposi¢cdo do seu material genético (DENOYER; CLATWORTHY; CATER,
2018; RUIZ et al., 2022).

As atividades antitumorais das drogas a base de cobre dependem das propriedades
interativas do cobre e do ligante (LELIEVRE et al., 2020). Além da toxicidade do cobre
resultar de sua capacidade redox e de clivagem do DNA, também ¢ capaz de deslocar outros
ions dos sitios de ligacdo enzimaticos (TAN et al., 2021; VALENTE et al., 2021). Em alguns

casos, o cobre modifica a estrutura do ligante complexado e confere melhor afinidade,
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especificidade e estabilidade ao DNA (BABAK; AHN, 2021). Ullah e colaboradores
conseguiram demonstrar que o cobre, quando ligado a outros compostos, como por exemplo a
genisteina, induz EROs e a morte das células do CM MDA-MB-231 ¢ MDA-MB-468
(ULLAH et al., 2011). Balsa e colaboradores também demonstraram a atividade antitumoral
do complexo de cobre (II) com tropolone [Cu (trp)2] em células de CM, se mostrando mais
efetivo que a cisplatina pelo método MTT. Além disso, esse complexo inibiu a migragao
celular e induziu a apoptose (BALSA et al., 2020). Em estudo prévio de Tuluce e coautores
foi verificado o efeito antiproliferativo do complexo Cu (II) sintetizado com o composto 3-(3-
(4-fluorophenyl)triaz-1-en-1-yl) benzene-sulfonamide, em diferentes linhagens celulares
tumorais, incluindo as mamarias MCF7 e MDA-MB-231 (TULUCE et al., 2018). Portanto, ¢
notavel o efeito inibitério de complexos de cobre em linhagens tumorais, evidenciando a

importancia de testa-los e, sobretudo, valida-los como novos agentes quimioterapicos.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a citotoxicidade de novos compostos metalicos de cobre em linhagens

tumorais de CM.

2.2 Objetivos especificos

e Definir as concentragdes dos compostos capazes de inibir seletivamente células
tumorais mamarias;

e Avaliar o comportamento dos compostos nos diferentes subtipos moleculares de CM;

e Avaliar a citotoxicidade de seus ligantes; e

e Determinar o(s) composto(s) promissor(es) para estudos detalhados de seu(s)

mecanismo(s) de agdo em tumores mamarios.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Complexos metalicos de cobre

Os compostos metalicos Mi01, Mi02, Mi03, Mi04, Mi05, Mi06, Mi07, Mi08, Mi09 e
Mil0 foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Wendell Guerra do Instituto de Quimica da

UFU em uma parceria intrainstitucional.

3.2 Linhagens celulares

Para os experimentos foram utilizadas trés linhagens celulares: (i) MCF-10A (ndo
tumorigénica epitelial mamaria) (ii) MCF7 (fendtipo luminal) e (iii)) MDA-MB-231 (fendtipo
basal). A linhagem MCF-10A foi cultivada em meio DMEM-F12 (Gibco®) suplementado
com 10% de soro fetal bovino (Gibco®), 0,1% de gentamicina (Cultilab®), 0,005% de EGF
(Gibco®), 0,025% de Hidrocortisona (Sigma®) e 0,1% de insulina (Gibco®). As células
MCF7 foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Gibco®) suplementado com 10% de soro fetal
bovino e 0,1% de gentamicina. J4 a MDA-MB-231 foi cultivada em meio L15 (Gibco®)
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 0,1% de gentamicina. Todas foram mantidas
em cultura a 37°C e, para a MCF-10A e MCF7, foi estabelecida uma atmosfera de 5% de
COa.

3.3 Viabilidade avaliada por MTT

Os efeitos dos compostos metalicos foram avaliados pelo ensaio de citotoxicidade
utilizando MTT. O screening inicial foi realizado apenas nas linhagens tumorais e, quando
ativos, ou seja, capazes de reduzir em 50% a viabilidade, foi posteriormente avaliada sua
seletividade. As cé¢lulas foram cultivadas e, quando atingiram confluéncia de 80-90%, foram
lavadas com Tampao fosfato-salino (PBS) 1X e desagregadas enzimaticamente. ApoOs
centrifugacdo por 5 min a 1.000 rpm, o sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura para plaqueamento. Foram semeadas 1x10* das
trés linhagens celulares em placas de 96 pogos, com um volume de 150 pL de meio de cultura
completo. Os compostos de cobre foram ressuspendidos em DMSO 0,5% (Exodo

Cientifica®) e diluidos em série em meio de cultivo nas seguintes concentragdes finais: 1,25
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uM; 2,5 uM; 5 uM; 10 uM; 20 uM; 40 uM; 80 uM e 160 uM, adicionados apds a aderéncia
das células. Pogos contendo apenas células e meio foram incluidos como controle negativo. O
controle de tratamento (diluente) foi determinado com células tratadas com DMSO, sendo as
concentragdes correspondentes as diluigdes dos compostos metalicos. Os tratamentos foram
realizados por 24h e 48h e, apds esse periodo, o reagente MTT (5 mg/mL em PBS) foi
incluido juntamente com o meio de cultura completo a 10% v/v (15 pL de solugdo de MTT e
135 uL de meio) com 4 h de incubagdo a 37°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e
200 uL de DMSO foram acrescentados em todos os pogos para a dilui¢do dos cristais de
Formazan. As absorbancias foram lidas a 570 nm em leitora Multiskan FC, Thermo
Scientific. Foram conduzidos trés ensaios independentes em triplicata.

A viabilidade, expressa em percentagem, foi calculada utilizando a seguinte férmula:

o AA — ABSC
%viabilidade celular = ADMSO —ABSC © 100 (F1)

Sendo:
AA = Absorbancia da Amostra
ABSC = Absorbancia do controle negativo (células ndo tratadas)

ADMSO = Absorbancia do controle de tratamento (DMSO)

3.4 Analises estatisticas

Os resultados foram analisados no software GraphPad Prism 8.0 e, ap6s confirmada a
distribuicao normal dos dados, foi utilizado o teste ANOVA seguido do pos-teste de Tukey
para multiplas comparagdes. Os dados foram apresentados como média (£DP) e o ICso
calculado por regressdo ndo linear. Foram consideradas diferencas estatisticamente
significantes quando p<0,05. O Indice de Seletividade (IS) foi calculado a partir da razio do
ICs0 da linhagem ndo tumorigénica pelo ICso das células tumorais, sendo considerado

significativo quando IS > 2,0 (INDRAYANTO; PUTRA; SUHUD, 2021).

4 RESULTADOS
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A citotoxicidade do composto MiO1 sobre as linhagens celulares MCF7 e MDA-MB-
231 foi avaliada por MTT em tratamentos de 24 e 48 horas (Figura 4). Apo6s 24 horas (Figura
4A) as concentragdoes de 1,25 uM e 5 uM foram mais citotoxicas a linhagem MCF7 em
relagdo a MDA-MB-231. J4 a partir de 40 uM, o complexo foi mais efetivo para a linhagem
representativa de CMTN. Apds 48 horas (Figura 4B), as células MCF7 recuperaram sua
viabilidade, contudo, a linhagem TN foi mais sensivel ja a partir do tratamento com 20uM de
MiOl.

Figura 4. Viabilidade celular das linhagens MCF7 e MDA-MB-231 apos tratamento com o composto metalico
de cobre Mi01. Em (A) tratamento por 24 horas e em (B) 48 horas. O asterisco indica significancia estatistica
(*P<0,05; ***P<0,001; ****P<0,0001). O controle se refere a células tratadas com apenas meio de cultivo.
Tratamentos identificados com a letra b diferiram do controle.
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Para o composto Mi02 (Figura 5), novamente nas concentragdes de 1,25 uM; 2,5 uM e
5 uM as células tumorais luminais foram mais sensiveis ao tratamento por 24 horas (Figura
5A). Quando o complexo foi adicionado a 80 uM e 160 uM ¢ possivel observar que o efeito
foi mais proeminente nas células TN. Esse perfil também foi identificado apds 48 horas
(Figura 5B). Além disso, nas menores concentragdes (até 10 uM), as células MDA-MB-231

apresentaram um perfil proliferativo, com viabilidade superior a 100%.

Figura 5. Viabilidade celular das linhagens MCF7 e MDA-MB-231 apos tratamento com o composto metalico
de cobre Mi02. Em (A) tratamento por 24 horas e em (B) 48 horas. O asterisco indica significancia estatistica
(*¥**P<0,001; ****P<0,0001). O controle se refere a células tratadas com apenas meio de cultivo. Tratamentos
identificados com a letra b diferiram do controle.
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O composto metalico Mi03 (Figura 6), apos 24 horas (Figura 6A), apresentou efeito
citotoxico a MCF7 na concentragdo de 5 uM e, a partir de 80 uM, para a linhagem TN. Sua

atividade foi semelhante apos 48 horas (Figura 6B) de tratamento.

Figura 6. Viabilidade celular das linhagens MCF7 e MDA-MB-231 apds tratamento com o composto metalico
de cobre Mi03. Em (A) tratamento por 24 horas e em (B) 48 horas. O asterisco indica significancia estatistica
(**P<0,01; ****pP<0,0001). O controle se refere a células tratadas com apenas meio de cultivo. Tratamentos
identificados com a letra b diferiram do controle.
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O composto Mi04 (Figura 7), ap6és 24 horas (Figura 7A), nas concentragdes 1,25 uM;
2,5 uM; 10 uM; 20 uM e 80 uM foi mais citotoxico para as c€lulas tumorais luminais em
relagdo a MDA-MB-231. Apos 48 horas (Figura 7B), o efeito foi revertido quando Mi04 foi
utilizado a 40 uM e 160 uM, sendo que nestas condicdes a viabilidade da linhagem TN foi
significativamente menor quando comparada a MCF7. Também se observou a proliferacdo

destas células nas menores concentragdes testadas.

Figura 7. Viabilidade celular das linhagens MCF7 e MDA-MB-231 apos tratamento com o composto metalico
de cobre Mi04. Em (A) tratamento por 24 horas e em (B) 48 horas. O asterisco indica significancia estatistica
(*P<0,05; ***P<0,001; ****P<0,0001). O controle se refere a células tratadas com apenas meio de cultivo.
Tratamentos identificados com a letra b diferiram do controle.
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O composto metalico Mi05 (Figura 8), apos 24 horas (Figura 8A), apresentou efeito
citotoxico na célula TN em todas as concentracdes testadas. Apos 48 horas (Figura 8B) de
tratamento, sua atividade foi significativa para a MDA-MB-231 apenas a partir de 20 uM. A

viabilidade da MCF7 nao foi inferior a 50% nas condi¢des experimentais.

Figura 8. Viabilidade celular das linhagens MCF7 e MDA-MB-231 apds tratamento com o composto metalico
de cobre Mi05. Em (A) tratamento por 24 horas e em (B) 48 horas. O asterisco indica significancia estatistica
(**P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001). O controle se refere a células tratadas com apenas meio de cultivo.
Tratamentos identificados com a letra b diferiram do controle.
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Para o composto Mi06 (Figura 9), nas concentragdes a partir de 40 uM, foi possivel
observar uma citotoxicidade expressiva para a linhagem representativa de CMTN apos 24
horas de tratamento (Figura 9A), quando comparado a MCF7. Apos 48 horas (Figura 9B), o
perfil para a linhagem TN se manteve, e para a MCF7, foi verificada uma agao proliferativa

em praticamente todas as concentragdes.

Figura 9. Viabilidade celular das linhagens MCF7 e MDA-MB-231 apds tratamento com o composto metalico
de cobre Mi06. Em (A) tratamento por 24 horas e em (B) 48 horas. O asterisco indica significancia estatistica
(**P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001). O controle se refere a células tratadas com apenas meio de cultivo.
Tratamentos identificados com a letra b diferiram do controle.
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O composto Mi07 (Figura 10) induziu a proliferacdo da linhagem MCF7 apods 24
(Figura 10A) e 48 horas (Figura 10B) de tratamentos. Para a TN, seu efeito foi mais

proeminente apos 48 horas, especialmente a partir de 40 uM.

Figura 10. Viabilidade celular das linhagens MCF7 e MDA-MB-231 ap6s tratamento com o composto metalico
de cobre Mi07. Em (A) tratamento por 24 horas e em (B) 48 horas. O asterisco indica significancia estatistica
(**P<0,01; ***P<0,001; ****P<(0,0001). O controle se refere a células tratadas com apenas meio de cultivo.
Tratamentos identificados com a letra b diferiram do controle.
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O composto Mi08 (Figura 11), em 24 horas (Figura 11A), ndo alterou a viabilidade
das células em mais de 50% em nenhuma concentragdo utilizada. Destaca-se um efeito
proliferativo sobre as células testadas. Apds 48 horas (Figura 11B), a linhagem TN foi mais

sensivel a partir do tratamento com 40 pM.

Figura 11. Viabilidade celular das linhagens MCF7 ¢ MDA-MB-231 ap6s tratamento com o composto metalico
de cobre Mi08. Em (A) tratamento por 24 horas e em (B) 48 horas. O asterisco indica significancia estatistica
(**P<0,01; ****P<0,0001). O controle se refere a células tratadas com apenas meio de cultivo. Tratamentos
identificados com a letra b diferiram do controle.
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Para o composto Mi09 (Figura 12), apds 24 horas (Figura 12A) e em todas as
concentragdes, o composto foi mais citotoxico para a célula TN em relacdo a MCF7. Apds 48
horas (Figura 12B), as células MDA-MB-231 recuperaram sua viabilidade nas menores
concentragdes do complexo, mas este continuou se mostrando citotoxico quando foi utilizado

a partir de 10 uM.

Figura 12. Viabilidade celular das linhagens MCF7 e MDA-MB-231 ap6s tratamento com o composto metalico
de cobre Mi09. Em (A) tratamento por 24 horas e em (B) 48 horas. O asterisco indica significancia estatistica
(*P<0,05; **P<0,01; ****P<0,0001 O controle se refere a células tratadas com apenas meio de cultivo.
Tratamentos identificados com a letra b diferiram do controle.
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O composto Mil0 (Figura 13), apds 24 horas (Figura 13A), induziu a proliferacao das
células de CM luminal MCF7. Na TN ndo diminuiu a viabilidade em mais de 50% em
nenhuma das concentragdes testadas. J& apos 48 horas (Figura 13B), o composto foi efetivo

nas células MDA-MB-231 a partir da concentragao de 20 uM e, na MCF7, a partir de 40 uM.

Figura 13. Viabilidade celular das linhagens MCF7 ¢ MDA-MB-231 ap6s tratamento com o composto metalico
de cobre Mil0. Em (A) tratamento por 24 horas e em (B) 48 horas. O asterisco indica significancia estatistica
(*P<0,05; **P<0,01; ****P<0,0001). O controle se refere a células tratadas com apenas meio de cultivo.
Tratamentos identificados com a letra b diferiram do controle.
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Para todos os tratamentos realizados os valores de ICso foram calculados e estdo
apresentados na Tabela 1. Observa-se que os compostos ndo foram capazes de reduzir a
viabilidade da linhagem MCF7 em mais de 50% apds 24 horas e, apds 48 horas, foi ativo
apenas quando utilizados em concentragdes superiores a 50 uM. Destacam-se Mi02, Mi05,
Mi09 e Mil0, com valores de ICso inferiores a 50 uM apds 48 horas e reduzidos pela metade
quando comparados com os de 24 horas na linhagem MDA-MB-231. Os menores valores de
ICso foram observados para Mi05 e Mi09. Esse comportamento evidencia a seletividade dos

complexos a linhagem de CMTN utilizada nesse estudo.
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Tabela 1: Valores de ICso para os complexos metalicos de cobre sobre células tumorais mamarias nos tempos de
24 e 48 horas.

ICso (uM)
24h 48h
Compostos MCF7 MDA-MD-231 MCF7 MDA-MB-231
Mi01 ND 34,52 ND 35,33
Mi02 ND 59,31 ND 20,75
Mi03 ND 84,45 ND 59,30
Mi04 ND 135,40 ND 74,10
Mi05 ND 22,78 ND 14,75
Mi06 ND 39,92 ND 73,4
Mi07 ND 68,83 ND 51,85
Mi08 ND ND 136,1 51,97
Mi09 ND 39,25 ND 16,50
Mil0 ND 81,25 62,87 19,00

ND: ICs0 > 160 uM

Na Figura 14 estdo apresentados os graficos de regressdao nao linear comparando os
valores de ICso da MCF-10A ¢ MDA-MB-231, a fim de demonstrar a seletividade de Mi02,
Mi05, Mi09 e Mil0. Em 24 horas, para o composto Mi02 o valor de ICso foi maior para a
linhagem tumoral (ICso = 59,31) quando comparado com a linhagem nao tumorigénica (ICso =
56,36). Em 48 horas, a linhagem MCF-10A apresentou ICso de 32,67, enquanto a TN ICso =
20,75, com IS = 1,57. Para o complexo Mi05, em 24 horas, ¢ observado ICso = 45,10 para a
MCEF-10A e, para a MDA-MB-231, ICso = 22,78, com IS = 1,97. Interessantemente, apos 48
horas, os valores de ICso reduziram comparados com o tempo anterior, sendo ICso = 35,45
para a linhagem ndo tumorigénica e ICso = 14,75 para a linhagem do CMTN, sendo possivel
observar uma maior seletividade desse composto para a linhagem TN (IS = 2,40).

O composto Mi09 apresentou ICso de 124,6 para a MCF-10A e ICso de 39,25 para a
MDA-MB-231 ap6s 24 horas, com IS = 3,17. Esses valores foram reduzidos pela metade apds
48 horas, com ICso de 62,50 e 16,50 para a linhagem nao tumoral e a TN, respectivamente,
com IS = 3,78. Por fim, em 24 horas para complexo Mil0 foi observado ICso para a MCF-
10A de 77,28 e para a MDA-MB-231 de 81,40. Apds 48 horas, o ICso da triplo-negativa
reduziu significativamente (ICso = 19,00) quando comparada com a linhagem ndo tumoral

(ICs0 = 75,56), apresentando IS = 3,97.
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Figura 14. Efeito dos complexos Mi02, Mi05, Mi09 e MilO0 na viabilidade de células mamarias MCF-10A (ndo-
tumorigénica) e MDA-MB-231 (tumoral triplo-negativa). Os tratamentos ocorreram por 24 e 48 horas com
concentragdo crescente (1,25-160 pM) dos complexos. (A) Mi02. (B) Mi05. (C) Mi09. (D) Mil0. A viabilidade

celular foi determinada pelo ensaio com MTT.
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Portanto, foram selecionados como promissores os compostos Mi05 e Mi09, seletivos
a linhagem de CMTN e com valores de ICso, nessas células, inferiores a 20 uM apds 48 horas.
Nesse contexto, a citotoxicidade dos ligantes BTACI, Clmp (Mi05), BTA ¢ Memp (Mi09)
sobre as linhagens MCF-10A ¢ MDA-MB-231 também foi avaliada em tratamentos de 48
horas (Figura 15). Nenhum ligante se mostrou ativo, sugerindo que os efeitos observados

decorrem dos complexos de cobre produzidos.
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BTACI e Clmp do complexo Mi05. (B) Tratamento por 48 horas com BTA e Memp do complexo Mi09. O asterisco indica significancia estatistica (*P<0,05; ** P<0,01;

Figura 15. Viabilidade celular das linhagens MCF-10A e MDA-MB-231 apds tratamento com os ligantes BTACI, Clmp, BTA ¢ Memp. Em (A) tratamento por 48 horas com
**¥P<0,001; **** P<0,0001). O controle se refere a células tratadas com apenas meio de cultivo. Tratamentos identificados com a letra b diferiram do controle.
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5 DISCUSSAO

Mundialmente, o CM ¢ o mais prevalente entre o sexo feminino, afetando 2,1 milhdes
de mulheres a cada ano, com expressivo numero de mortes (GIAQUINTO et al., 2022). No
Brasil, os valores também sdo ascendentes em diagnosticos e obitos (SILVA et al, 2021).
Modificar esses dados epidemioldgicos requer novas alternativas de detec¢do precoce e de
novos recursos terapéuticos (ZAGAMI; CAREY, 2022). A descoberta e caracterizagdo de
quimioterapicos pode auxiliar nesse cendrio, ao fornecer compostos que poderdo ser
administrados isolados ou combinados ao j& utilizados, aliando eficacia e seletividade
(BURGUIN; DIORIO; DUROCHER, 2021). Rotineiramente, os agentes quimioterapicos
utilizados no tratamento de tumores alvejam células de rapido crescimento, incluindo as
saudaveis altamente replicativas, sendo, portanto, debilitantes (CORTES et al., 2022). Além
disso, a resisténcia medicamentosa e, consequentemente, a ineficacia terapéutica, podem
comprometer a cura (GIAQUINTO et al, 2022; VAN EIK et al, 2022). Essa ¢ uma
realidade no tratamento do CM, uma vez que células tumorais podem alterar seu metabolismo
ou diminuir a captacdo da droga administrada (DAS et al., 2022). Os compostos metalicos
tém se mostrado promissores, sobretudo os de cobre, devido a sua propriedade redox e
capacidade de induzir a apoptose (YANG et al., 2018). Portanto, sugere-se a utilizagdo desses
complexos como alternativa para o tratamento sistémico do CM, sobretudo para pacientes ndo
elegiveis a terapia-alvo (NORTHCOTE-SMITH et al., 2021). Nesse contexto, foi avaliado a
citotoxicidade de dez compostos de cobre recentemente sintetizados e ainda ndo testados
quanto a sua atividade no CM. De fato, na caracterizagdo de novos alvos terapéuticos, o
screening inicial ¢ importante na identifica¢do e avaliagdo do comportamento dos compostos
1solados e seus ligantes no tratamento oncoldgico, para o direcionamento de ensaios futuros
(TAN et al., 2021). Para isso, foram cultivadas as linhagens tumorais MCF7, de fenotipo
luminal e MDA-MB-231, de fenotipo triplo-negativo, sendo crucial a experimentacdo e a
avaliacdo em diferentes subtipos moleculares para a validagdo de novos tratamentos para o
cancer.

O método descrito por Mosmann (1983) foi utilizado no presente estudo, o qual avalia
a atividade das desidrogenases mitocondriais presentes nas células metabolicamente viaveis,
sendo essas enzimas responsaveis por clivar o anel de tetrazélio, um sal de coloracao amarela
e soluvel em 4agua, que o transforma em um composto insoluvel de coloragdo roxa, o

formazan [E, Z- 1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -1,3-diphenylformazan] (GHASEMI et al,
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2021). Esta ¢ uma técnica amplamente utilizada para estimar a citotoxicidade de diferentes
compostos, inclusive os de cobre. Silva e colaboradores, em 2013, produziram dois novos
complexos de cobre (II), 1,10-fenantrolina (Phen) e doxiciclina ou tetraciclina, sintetizados e
caracterizados por andlise elementar, medi¢des de condutividade e espectroscopias de IV e
UV-vis. Esses demonstraram atividade citotoxica contra a linhagem K562 (SILVA et al,
2013). Teles, 2019, avaliou o efeito do complexo de cobre [Cu(sdmx-)2(phen)].H>O em
modelos celulares mamarios, o qual se mostrou mais eficaz no controle do CMTN, em
comparagdo com a linhagem ndo tumoral MCF-10A (TELES et al, 2019). Mendo e
colaboradores, em 2015, comprovaram o potencial antiproliferativo e seletivo do composto de
cobre [Cu(H20){OS(CH3)2}L](NO3)2 contendo o ligante 4’-fenil-terpiridina em linhagens
celulares tumorais da mama, figado e clon (MENDO et al., 2015). Recentemente, Machado
e colaboradores em 2021, relataram in vitro os efeitos antitumorais de dois complexos de Cu
IT denominados [Cu(4-th)(phen)(CIO 4 ) 2 | (complexo 1) e [Cu(4-nh)(phen)(CIO 4 )2 ]-H 2
O (complexo 2), em que 4-th = hidrazida do acido 4-fluorofenoxiacético; 4-nh = hidrazida 4-
nitrobenzoica e fen = 1,10-fenantrolina. Eles demonstraram que ambos os compostos foram
efetivos quanto as suas atividades citotoxicas em células tumorais mamarias, sendo que o
complexo 1 apresentou alta seletividade, tornando-o um candidato potencial a drogas
antitumorais (MACHADO et al., 2021). Todos os estudos supracitados utilizaram o método
de MTT.

Para os complexos aqui apresentados, ndo foi observado efeito significativo a
linhagem luminal, principalmente apds 48 horas de tratamento, em que foi possivel observar
uma retomada da viabilidade pelas células MCF7, sugerindo a ativagdo de mecanismos de
reparo. De fato, mecanismos de resisténcia, intrinsecos ou adquiridos, comprometem a
eficacia de diferentes drogas (HILL et al., 2019). No primeiro caso, os fatores que medeiam a
resisténcia ja se encontram presentes (SCHMID et al., 2020). J4 no cenario de resisténcia
adquirida ¢ proposto que durante o tratamento possam ocorrer mutacdes em algumas células
tumorais, ativando vias de sinalizagdo compensatorias (WAKS; WINER, 2019; LEE et al,
2019). Sugerimos, portanto, que nas células MCF7, esses mecanismos foram adquiridos, o
que comprometeu a eficacia dos complexos nesse subtipo molecular. A quimiorresisténcia ¢
uma questao crucial no tratamento do CM. Compreender os seus mecanismos € um desafio e
tratamentos eficazes adicionais sao urgentemente necessarios para abordar a resisténcia aos
medicamentos e evitar a acdo proliferativa que esses farmacos possam causar nas células
tumorais (MANSOORI et al, 2017). Muitas drogas anticancerigenas requerem ativacao

metabolica e, portanto, podem desenvolver resisténcia por meio da diminuicdo de sua
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ativacdo (LAINETTI ef al.,, 2020; SAHA; LUKONG, 2022). Exemplos importantes incluem o
sistema citocromo P-450, a superfamilia glutationa-S-transferase e a superfamilia uridina
difosfo-glucuronosiltransferase (NUSSINOV; TSAI; JANG, 2017, CHONG et al., 2022).
Além disso, o efeito proliferativo observado neste estudo pode decorrer dos niveis de
expressdo enzimatica modificados. A resisténcia as drogas também pode ser alcangada por
alteracdo no processo de transducdo de sinal que medeia sua ativagdo (HOUSMAN et al.,
2014; TUFAIL; CUI; WU, 2022). No caso do presente estudo, as células luminais MCF7
podem ter adquirido resisténcia por algum desses mecanismos e ter recuperado a sua
viabilidade celular, principalmente ap6s 48 horas de tratamento.

J& para as células representativas de CMTN o efeito foi o oposto, com maior atividade
apos 48 horas, destacando-se Mi02, Mi05, Mi09 e Mil0, com valores de ICso menores no
maior tempo de tratamento. Como observado com os resultados apresentados, os efeitos dos
complexos diferiram entre os tempos de tratamento, o que demonstra o papel do metabolismo
no processo. Os compostos metalicos de cobre possuem uma caracteristica interessante, que é
sua alta capacidade de reagir com biomoléculas e gerar metabdlitos ativos (LEE et al., 2022).
Ganeshpandian e colaboradores, em 2014, avaliaram a citotoxicidade de complexos de cobre
(II) [Cu(L)(2,9-dmp)](C104)2 e cisplatina em células MCF7. Foi relatado que todas as drogas
eram citotoxicas e o efeito foi potencializado apds a metabolizacio (GANESHPANDIAN et
al., 2014). Os compostos metalicos de cobre conseguem se ligar ao oxigénio molecular e ao
peroxido de hidrogénio para gerar EROs e levar ao dano oxidativo ao DNA, proteinas e
lipideos (ALVAREZ et al., 2020). Dessa forma, ¢ possivel indicar que o maior tempo de
exposicao das células aos complexos metalicos, demonstra um dano oxidativo mais grave,
conduzindo-as a apoptose (PERIASAMY ef al., 2020). Além disso, os valores de ICso em 24
e 48 horas revelam um efeito citotoéxico destes complexos dependente da concentracdo e do
tempo, sendo a linhagem triplo-negativa mais sensivel ao tratamento por mecanismos
seletivos. Sugere-se que a caracteristica estrutural coordenada destes complexos determine
essa seletividade (CANAKCI et al, 2019). Além disso, estudos ja relataram que os
metabolitos dos agentes tumorais podem modificar a eficacia terapéutica da droga, o que
demonstra uma possivel hipotese para o efeito dos complexos nas células tumorais (LI et al.,
2019; BALSA et al, 2021). Portanto, ¢ imprescindivel os estudos adicionais para a
compreensdo destes eventos moleculares e dos mecanismos envolvidos.

Mi05, Mi09 e Mil0 se mostraram seletivos a linhagem de CMTN. O cobre ¢ um
oligoelemento importante para o funcionamento de diversas enzimas envolvidas no

metabolismo energético, respiragao e sintese de DNA na célula, portanto, mais bem tolerado
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em desenhos terapéuticos (LI et al., 2022). Além disso, desempenha um papel central na
angiogénese, um processo critico para o crescimento, invasao e metastase tumoral (LIU et al.,
2021). Portanto, a seletividade observada pode decorrer do maior influxo de cobre pelas
células tumorais. Nestas, pode atuar sobre a moléculas de DNA, como ja demonstrado na
literatura cientifica, induzindo a morte celular (BRISSOS; CAUBET; GAMEZ, 2015;
MOLINARO et al., 2020). Contudo, o valor de ICso de Mil0 foi préoximo de 20 uM, sendo
Mi05 e Mi09 definidos como promissores.

Os ligantes de Mi05 ¢ Mi09 também foram avaliados e ndo apresentaram efeito
significativo nas células apdés 48 horas de tratamento, evidenciando a importancia do
complexo para a citotoxicidade desejada. Polloni e colaboradores, em 2019, relataram a
avaliag¢do biologica de um complexo de cobre em células de sarcoma, formados pelos ligantes
BTA e fen. O BTA também esta presente em nossos compostos e, assim como o estudo de
Polloni, ndo reduziu significativamente a viabilidade das células testadas (POLLONI et al.,
2019). Almeida e colaboradores (2015) avaliaram a atividade citotoxica de dois complexos de
cobre na linhagem K562, juntamente com seus ligantes. Os resultados demonstraram que a
citotoxicidade dos compostos [Cu(BTA)(Phen)NO3] e [Cu(BTACI)(Phen)NOs3] foi maior do
que a dos ligantes livres correspondentes (BTA e BTACI) (ALMEIDA et al., 2015), sendo
esses resultados consoantes com os do presente estudo.

Este comportamento pode estar de acordo com a coordenagdo do metal através de
grupos polares dos ligantes que podem aumentar a lipofilicidade e afetar a permeacgdo das
células (ALVAREZ et al., 2020). E notavel que os complexos contendo o ligante TTA (Mi03,
Mi04, Mi06 e Mi08) foram os menos ativos apds o tempo de 48 horas. O uso dos ligantes
BTA ou BTACI nao afeta a atividade, pois ambos estdo presentes nos complexos ativos
(Mi05 e Mi09). Os grupos substituintes (cloro, metil ou etil) presentes nos ligantes iminicos
influenciaram pouco na atividade antitumoral, embora possam ser importantes na interacao
com o alvo biologico. Assim, estudos adicionais, como docagem molecular podem ser

realizados para estabelecer relacdes entre as estruturas e suas atividades biologicas.

6 CONCLUSAO

No presente estudo foi avaliado o efeito citotdéxico dos compostos de cobre (II) MiO1,

Mi02, Mi03 e Mi04, Mi05, Mi06, Mi07, Mi08, Mi09 e Mil0 frente as células tumorais
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mamarias MCF7 e MDA-MB-231 no tempo de 24 e 48 horas. Os compostos metalicos nao
foram ativos a linhagem MCF7. Para as células representativas de CMTN observou-se uma
redu¢do na sua viabilidade, especialmente apos 48 horas de tratamento. Destacaram-se Mi02,
Mi05, Mi09 e Mil0, com valores de ICso inferiores a 50 uM apos 48 horas e reduzidos pela
metade quando comparados com os de 24 horas. Os menores valores de ICso foram
observados para Mi05 e Mi09, sendo seletivos a linhagem MDA-MB-231, representativa de
CMTN.

O estudo se encontra em consonadncia com o0s objetivos pautados pelo sistema de
saude, ao propor novas possiveis drogas para o tratamento oncoldgico, na busca por reverter
os dados epidemiologicos alarmantes, sobretudo os associados ao CM. Atende aos Objetivos
de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) 03 e 10 ao desenvolver novas estratégias para o
tratamento de uma doenca cronica grave que seja acessivel a toda a populacdo. A seletividade
dos compostos a linhagem TN abre novos caminhos no desenvolvimento de um novo regime
terapéutico. Esses achados permitem mais andlises e ensaios para explorar os mecanismos
intrinsecos do potencial antineopléasico destes dois compostos nas células tumorigénicas de

mama humana.
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