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RESUMO

O cancer, uma das doengas mais temidas e evidentes do século, ja é considerado
um dos principais problemas de saude publica impactando pessoas do mundo
inteiro com elevado numero de obitos. Diante desta situacao, faz-se necessario a
busca constante por alternativas terapéuticas que sejam capazes de reduzir estes
numeros aumentando a qualidade de vida das pessoas acometidas por esta
doenga. O tratamento mais comumente utilizado € a quimioterapia e apds o
sucesso da medicagao cisplatina e seus derivados, moléculas a base de metal vém
sendo estudadas afim de encontrar uma possivel nova medicagdo, com menos
efeitos colaterais, mais segura e eficaz contra as neoplasias. O objetivo deste
trabalho foi investigar a possivel atividade citotdxica, em células humanas, do
complexo de Cobre [Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](ClOs4), desvendando seu
mecanismo de ag¢ao por meio dos testes in vitro de citotoxicidade, apoptose e
necrose, analise da produgédo de espécies reativas de oxigénio e analise do ciclo
celular. E também o teste in silico da docagem molecular. Os resultados obtidos
revelaram que o metalocomplexo a base de cobre, € muito promissor, ja que
apresentou citotoxicidade frente as células tumorais, foi capaz de induzir apoptose
tardia, induziu a producdo de espécies reativas de oxigénio e proporcionou a
diminuicao crescimento celular e o aprisionamento de células nas fases G0-G1 do
ciclo celular. Diante dos resultados promissores e da dificuldade de encontrar novas
moléculas com atividade citotoxica, o composto [Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](ClO4)
merece a continuagao dos estudos para ajustar sua seletividade diante das células
tumorais, consequentemente diminuindo os possiveis efeitos colaterais, podendo

ser mais seguro e eficaz.

Palavras-chave: metalocomplexo, quimioterapicos, cobre, ROS, citotoxicidade
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ABSTRACT

Cancer, one of the most feared and evident diseases of the century. It is already
considered one of the main public health problems, impacting people all over the
world with a high number of deaths. Given this situation, it is necessary to constantly
search for therapeutic alternatives that are capable of reducing these numbers,
increasing the quality of life of people affected by this disease. The most commonly
used treatment is chemotherapy, and after the success of the medication cisplatin
and its derivatives, metal-based molecules have been studied in order to find a
possible new medication with fewer side effects, safer and more effective against
neoplasms. The objective of this work was to investigate the possible cytotoxic
activity in human cells of the copper complex [Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](ClO4),
unraveling its mechanism of action through in vitro tests of cytotoxicity, apoptosis
and necrosis, analysis of the production of reactive oxygen species and analysis
through the cell cycle. And also the in silico test of molecular docking. The results
obtained revealed that the copper-based metallocomplex is very promising, since it
showed cytotoxicity against tumor cells, was able to induce late apoptosis, induced
the production of reactive oxygen species and provided a decrease in cell growth
and cell trapping in the GO-G1 phases of the cell cycle. Given the promising results
and the difficulty in finding new molecules with cytotoxic activity, the compound
[Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](CIO4) deserves continued studies to adjust its
selectivity towards tumor cells, consequently reducing possible side effects, and

potentially being safer and more effective.

Keywords: metallocomplex, chemotherapeutic agents, copper, ROS, cytotoxicity

viii



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1 - Taxa bruta por 100000 habitantes da incidéncia de todos os canceres
em ambos os sexos em 2022 (GLOBOCAM, 2022) .........vueeeieieeiieeieeeeeeeeeeeias 3

Figura 2 —. Taxa bruta por 100000 habitantes da incidéncia de todos os canceres
em ambos os sexos em 2022 por continente (GLOBOCAM, 2022) ...........cccccevvennne 4

Figura 3 — Numeros absolutos da incidéncia de todos os canceres em ambos os
sexos em 2022 por continente (GLOBOCAM, 2022) .........coovviiiiiiiiiiiiiiiiiieee 5

Figura 4 — Taxa de incidéncia de alguns tipos de cancer padronizada por idade em
ambos 0s sexos no ano de 2022 na América Latina e Caribe em comparagdo com
a Europa (GLOBOCAM, 2022) .......ccoeeee oottt e 6

Figura 5 — Taxa de incidéncia de alguns tipos de cancer padronizada por idade no
ano de 2022 comparando homens e mulheres (GLOBOCAM, 2022) ...................... 6

Figura 6 — Estimativa do numero de novos casos de 2022 até 2045 para ambos os

SEXO0S (GLOBOCAM, 2022) ..ot ee e et e e e e e e 7
Figura 7 - Estrutura quimica do complexo ternario de cobre composto
[Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClIO4)](ClO4).....ccccciiiiiieiieeeiieeeeeee et e e e e e e 20
Figura 8 - Representacdo da estrutura cristalina do complexo

[Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](CIO4) utilizando o programa Ortep. Os atomos de

hidrogénio foram omitidos para melhor visualizagao............cccccovveeeeeeeiieieiieieieeeens 21

Figura 9 — Interagéo entre [Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](ClO4) e DNA com destaque
ao encaixe, a. Interacdo entre [Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](CIO4) e DNA com
destaque as cadeias de  DNA, b. Ampliacgo da interagao
[Cu(Shyd)(phen)(acn)(Cl04)](CIO4) e DNA com énfase nas interagdes de contato, c.
Ampliacéo da interagdo [Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](CIO4) e DNA com énfase nas
ligagdes de hidrog@nio, d. ... e 26

Figura 10 — Grafico de barras representativo das células tumorigénicas PC-3
tratadas com o metalocomplexo [Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](CIO4) nas
concentracdes 3uM, 6uM e 10uM. Os dados representam a média + erro padrao. *

X



p <0,05. **p<0,01, " p<0,001 e **** p <0,0001 em comparagdo com o controle
negativo por one-way ANOVA seguido de pos-teste de

B N O I TONI. e e 30

Figura 11 — Grafico representativo da intensidade média de fluorescéncia da
marcagdo de espécies reativas de oxigénio com H2DCF-DA na linhagem

k*kkk

tumorigénica PC-3. Os dados representam a média + o erro padréo. equivalente
a p<0.0001 e, ** equivalente a p< 0.001e “ns” sendo nao significante, comparando
com o controle negativo por one-way ANOVA seguido pelo teste de

B N O I TONI. e e e e 33

Figura 12 - Micrografia de epifluorescéncia, porcentagem de células PC-3
apoptéticas medidas por citometria de fluxo, sendo A: controle negativo; B:
cisplatina; C: concentragao de 3uM; D: concentragdao de 6uM; E:concentracao de
10uM; F: formaldeido. Para o grafico de barras, os dados sao apresentados como
média £ erro padrdo. * equivalente a p < 0,05, ***equivalente a p < 0,001, ****
equivalente a p <0,0001 e “ns” equivalente a n&o significativo, em comparagdo com

o controle negativo por two-way ANOVA seguido de pods-teste de

BONEITONI. ... e e e e 34
Tabela 1 - IC50 e indice de seletividade (IS) do metalocomplexo
[Cu(Shyd)(phen)(acn)(CIO4)](ClO4) nas linhagens utilizadas...............ccccceeeeees 44



LISTA DE ABREVIATURAS
143 B — Células de osteossarcoma humano
A549 - Células de cancer de pulmao
B16-F10 — Melanoma murino

[Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](ClO4) — Complexo de cobre (Il) tiofeno 2-

carbohidrazida 1,10 fenantrolina

C2C12- Mioblasto murino

DMEN — Meio Eagle modificado por Dulbecco
DNA — Acido desoxirribonucleico

FEN ou PHEN — Fenantrolina

GLOBOCAN - Global Cancer Observatory
H2DCF-DA — 2,7 diacetato de diclorofluoresceina
HelLa — Tumor epitelial de colo de utero

HPV — Papiloma virus humano

HT-29 - Células de cancer colorretal

IARC - Agéncia Internacional de Investigacdo sobre o Cancer
IDH — indice de desenvolvimento humano

IC50 — Dose de 50% da viabilidade celular

INCA — Instituto Nacional do Cancer

IP ou Pl- lodeto de propideo

IS — indice de seletividade

K562 — Células de leucemia mieloide cronica

MCF-7 -Células do cancer de mama sensivel a estrogénio

xi



MDA-MB-231 — Células de tumor epitelial de mama
OMS - Organizagao Mundial da Saude

PBS — Solugao salina tamponada com fosfato
PC-3- Tumor epitelial de prostata

PNT-2 — Tecido epitelial de prostata

PSA — Antigeno prostatico especifico

RNAse— Ribonuclease

ROS — Espécies reativas de oxigénio

RPMI 1640 — Roswell Park Memorial Institute

SFB — Soro fetal bovino

SHYD - tiofeno 2-carbohidrazida

SMMC-7721 — Hepatoma celular

SOBRAFO — Sociedade Brasileira de Farmacéuticos Oncologistas
SUS — Sistema Unico de Saude

TG180 — Sarcoma murino

xii



SUMARIO

1 INTRODUGAOD ......oeeeeireireeaeee s sesaesss e ssessessssss e ssessessssssssssessesssss sessssessssnssnes 1
1.1 Epidemiologia dO CANCET..........cooiiiieieeec s s e e e n e 1
1.2 Cancer: conceito, diagndstico e tratamento............cccccovrriirrirririrreeeccccecn, 6
I B O g Lo =Y e L= 1V F= T o = 11
1.2.2 CAncer de Colo de ULErO .........c.ooviueieeeeeeeeeeee e 12
1.2.3 Cancer de Prostata........cccuuuiiiiiiieieee e 14
1.3 Compostos MetaliCos.......ccuuuummmriiiiiiiiiic s s s e e e e e e e e ennnes 15
1.3.1 Metalocomplexo a base de cobre............cooooiiiiiii 15
1.4 Modelagem e docking molecular ...........oeiiiiimieccc s e e 16
2 0BUJETIVOS ......ooiiiirssssmnmrmn s s e s s mn e e e e e e e e e nn s 17
2.1 ODJEtiVO GEIal ... . 17
2.2 ODbjetivos €SPECITICOS ....uuuuriiiiiiiiiiiiii e 17
SMETODOLOGIA ... s n s s smmmmmn s rnn e e e e e e e e nnnnnnnas 18
I T I\ = = Lo ToTo] a 0] o] (=3 (o TP 18
3.2 [Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](CIO4) — sintese e caracterizagao ..........cc............. 18
3.3 Docking molecular e preparagdo dos ligantes............cccooevvveviiiiiiiiiinee e 19
3.4 Cultura de células: manutencao das linhagens celulares .................ccoeeoeeee. 20
3.5 Ensaio de citotoxicidade Alarmar Blue ... 20
3.6 indice de seletividade (IS) ..........coevieeeeeeeee e, 21
3.7 Ensaio de analise do ciclo celular ... 22
3.8 Ensaio para deteccao de espécies reativas de oxigénio (ROS) ...................... 22
3.9 Ensaio de apOptOSE € NECIOSE .....cvvuuuiieieiiiiiiie et e e e 23
4. RESULTADOS E DISCUSSAQ........ccceiirireersessesesesnsssssessessesssssssessssssssssssseens 24
4.1 DOCKING MOIECUIAI ......coeeiiiiiiiee et 24
4.2 Ensaio de redUGa0o da reSAZUNMNG .......coeeeieieiiee e e e e e eeeaaaa s 26
G T O o (o o7 = 1] =1 PP 29
4.4 Formacéo de espécies reativas de oxigénio (ROS) .........cccceeeeeiiiiiiiiiiiiiiennnnn. 32
4.5 APOPLIOSE € NECIOSE ... e et e e e e e aanan s 36
5. CONCLUSAD ......cccerireercereesessesaesss s ssssesessssessssssssssssssssssssssssnssssessessssessesses 40
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cooeeiteetrensensesssessssessssesssssssessssssssses 4

Xiii



1 INTRODUGAO

1.1 Epidemiologia do cancer

O cancer, uma das doencas mais temidas e evidentes do século, ja é
considerado um dos principais problemas de saude publica no mundo e segundo a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) e segundo a Agéncia Internacional de
Investigagao sobre o Cancer (IARC), em 2022, houveram registros de mais de 20
milhdes de novos casos de cancer no mundo e 9,7 milhdes de mortes (INCA, 2023).
Estes numeros impactantes refletem como o cancer repercute blogueando
diretamente o aumento da expectativa de vida em todo o mundo, ja que, na maioria
dos paises, o cancer corresponde a primeira ou segunda causa de morte prematura
antes dos 70 anos (SUNG et al., 2021). Além disso, segundo a OMS, 1 em cada 5
pessoas desenvolve cancer durante a vida, sendo que, aproximadamente 1 em 9

homens e 1 em 12 mulheres morrem da doenga (INCA, 2023).

A alta incidéncia e mortalidade ocasionada pelo cancer impactam o cenario
mundial no qual estamos vivendo. Estas taxas aumentadas revelam as principais
transicdes pelas quais o mundo esta passando, principalmente as demograficas,
que mostram a dindamica populacional humana. As transi¢des epidemioldgicas, que
mostram a distribuicido dos fendmenos de saude e doenca e seus fatores
condicionantes ou determinantes, também revelam o efeito desta doenga nos dias
atuais (SUNGet al, 2021; WILD; WEIDERPASS; STEWART, 2020).
Demograficamente, nota-se uma redugdao nas taxas de mortalidade infantil e
também de fertilidade e como resultado um aumento na populagdo na proporgao
de idosos. Epidemiologicamente, nota-se a gradual substituigdo da mortalidade por
doencas infecciosas pelas mortes relacionadas as doengas crbnicas. A mudanca
destes padrbes que afetam diretamente o comportamento, o ambiente e o proprio
processo de envelhecimento do individuo, proporciona o aumento da incidéncia e
mortalidade por cancer (WILD; WEIDERPASS; STEWART, 2020).

Nas figuras 1 e 2, demonstradas logo abaixo, € possivel observar as taxas
brutas de incidéncia do cancer a nivel mundial, sendo possivel destacar os numeros
absolutos de casos nos paises e, para analisar € preciso levar em consideragao a
densidade populacional de cada pais e as mudancgas nos perfis demograficos e



epidemiologicos da populagao, principalmente nas regides mais desenvolvidas

como relatado no texto acima.
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Figura 1. Taxa bruta por 100000 habitantes da incidéncia de todos os canceres em ambos 0s sexos
em 2022. As cores mais escuras mostram onde se concentram as maiores taxas. Disponivel em:

https://gco.iarc.fr/today/en/dataviz/maps-heatmap?mode=population
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Nos paises com alto indice de desenvolvimento humano (IDH), observa-se
uma alta taxa de incidéncia e mortalidade devido aos casos de cancer, isso
justificado pela alta densidade populacional e o impacto das agdes mais efetivas de
prevencgao, diagndstico precoce e tratamento. Nos paises com baixo e médio IDH,
as taxas de incidéncia e mortalidade pelo cancer seguem aumentando ou
mantendo-se estaveis, sendo necessario politicas publicas mais abrangentes para

tornar mais efetiva a detecgéo e o controle do cancer (INCA, 2024).
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Figura 3. Numeros absolutos da incidéncia de todos os canceres em ambos os sexos em 2022 por
continente. Disponivel em:

https://gco.iarc.fr/today/en/dataviz/pie?mode=population&group_populations=0

Observando os padrdes globais do cancer, alguns tipos de cancer sdo mais
frequentemente diagnosticados e dados como principal causa de morte. Nos
homens o principal tipo diagnosticado é o cancer de prostata em 112 paises, o
proximo é o cancer de pulm&o em 36 paises, seguido pelo cancer colorretal e
cancer de figado em 11 paises cada um. O cancer de pulmao é o responsavel pela
maior taxa de mortalidade de cancer em homens, seguido pelo cancer de prostata

e figado. Nas mulheres, o tipo de cancer mais comumente diagnosticado é o de



mama, em 159 paises, e o de colo de utero, sendo estes também responsaveis
pela maior taxa de mortalidade neste grupo. Nas figuras abaixo, € possivel observar
a taxa de incidéncia do cancer padronizada por idade em ambos 0s sexos no ano
de 2022 (GLOBOCAN, 2024).
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Figura 4. Taxa de incidéncia de alguns tipos de cancer padronizada por idade em ambos os sexos

no ano de 2022 na América Latina e Caribe em comparagéo com a Europa.
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Figura 5. Taxa de incidéncia de alguns tipos de cancer padronizada por idade no ano de 2022

comparando homens e mulheres.



Segundo a OMS, as proje¢des de casos de cancer chegarao a dobrar seu
numero de 2020 até 2040, sendo necessario um olhar atento para esse numero
para a busca de solugdes efetivas e duradoras contra a doenca (MINISTERIO DA
SAUDE, 2022).
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Figura 6. Estimativa do numero de novos casos de 2022 até 2045 para ambos 0s sexos.

No Brasil, sdao esperados 704 mil casos novos de cancer para cada
ano do triénio 2023-2025, sendo que as regides Sul e Sudeste tem sua incidéncia
concentrada em 70% dos casos (INCA, 2022).

O cancer de pele ndo melanoma é o tumor maligno mais incidente no pais
(31,3% do total de casos), seguido pelos de mama feminina (10,5%), prostata
(10,2%), coélon e reto (6,5%), pulmao (4,6%) e estdbmago (3,1%) (INCA, 2022).

Como também ja evidenciado em outros paises, no Brasil, em homens,
0 cancer de prostata € predominante em todas as regides, totalizando 72 mil casos
novos estimados a cada ano do proximo triénio, atras apenas do cancer de pele
ndo melanoma. Nas regides de maior indice de Desenvolvimento Humano (IDH),
os tumores malignos de cdlon e reto ocupam a segunda ou a terceira posicao,
sendo que, nas de menor IDH, o cancer de estbmago € o segundo ou o terceiro
mais frequente entre a populacdo masculina (INCA, 2022).



Ja nas mulheres, o cancer de mama € o mais incidente (depois do de pele
nao melanoma), com 74 mil casos novos previstos por ano até 2025, nas regides
mais desenvolvidas, e em seguida vem o cancer colorretal. Nas regides de menor

IDH, o cancer do colo do utero ocupa essa posigao (INCA, 2022).

No Brasil ja é possivel observar uma grande melhoria na ultima década em
relacdo a disponibilidade de informagdes sobre o cancer, tanto nos numeros
referentes a incidéncia, tanto nos referentes a mortalidade. Além disso, as
informacgdes tem chegado na populagao de forma mais simples e objetiva, o que
colabora para uma melhor acdo da Vigilancia Sanitaria, atuando nas necessidades
referentes a doenga fornecendo subsidios para os gestores trabalharem mais
direcionados e com mais eficiéncia. Mas ainda € um processo muito lento que
precisa de muita atengdo e pesquisa na area para melhoria dos numeros
alarmantes (INCA, 2022).

1.2Cancer: conceito, diagndéstico e tratamento

O termo “cancer” tem origem grega derivando da palavra “karkinos” que
significa caranguejo. Esse termo foi originalmente usado por Hipocrates por volta
de 400 a.C. para descrever os tumores com seus vasos sanguineos por ele
encontrados que se assemelhavam a um caranguejo com suas patas espalhadas
na areia da praia (INCA, 2024).

O cancer é um termo designado para um conjunto de mais de 100 doencas
que possuem como caracteristica principal o crescimento desordenado de células,
capacidade de invasao de tecidos e capacidade de deslocamento para outros
orgaos nao adjacentes, evasao do sistema imune e perda de resposta da fungao
celular originaria. Esta malignidade é causada por mutagdes genéticas, que mudam
a estrutura do DNA celular, e consequentemente estas alteracbes mudam o
comportamento celular, perdendo a fungao original e a capacidade de respostas.
As mutagdes genéticas podem ter origens diversas, como agentes externos,
tabagismo, mal habito alimentar, exposicdo ao sol ou a agentes quimicos,
sedentarismo, entre outros, como também fatores ndo modificaveis de genes

herdados hereditariamente (MINISTERIO DA SAUDE, 2024).



Os mais de 100 tipos de cancer correspondem aos varios tipos de células
presentes no corpo, como também sua localizagédo, capacidade de multiplicagao e
de invadir tecidos e 6rgaos vizinhos e distantes. O cancer quando tem seu processo
iniciado em células como pele ou mucosas € chamado carcinoma. E quando é
iniciado em tecidos conjuntivos, como 0ssos, cartilagem e musculos, € chamado de
sarcoma (MINISTERIO DA SAUDE, 2024). Agora, quando sua origem & em células
sanguineas ou tecidos de formag¢ao do sangue ou células do sistema imunoldgico,
sao chamados leucemias ou linfoma. As leucemias ndo sao consideradas doencas
metastaticas por serem inatas da funcéo leucocitaria a motilidade celular, porém
quando um leucécito maligno sem diferenciacdo aparece no sistema imunolégico,
ocorre a preservagao da capacidade de mobilizagdo na corrente sanguinea

enquanto se prolifera desordenadamente (WHITELEY et al., 2021).

A formacdo do cancer € dada por meio de um processo chamado
oncogénese e/ou carcinogénese. Esse processo pode ser de forma bem lenta ou
rapida até o aparecimento do tumor visivel. A célula cancerigena pode levar anos
sendo exposta a fatores carcinogénicos até que ocorra a proliferacdo. Podendo
esse processo também ser interrompido se a exposicao for interrompida (INCA,
2022).

A mutagdo genética decorrente desses processos ocorre em genes
especiais no DNA da célula, que sdo denominados como proto-oncogenes, inativos
em células normais. Quando ocorre sua ativagéo, eles tornam-se oncogenes
responsaveis por transformar células normais em células cancerosas por meio das
alteracbes no DNA que passam a sinalizar informacdes deletérias para suas
fungdes (INCA, 2022).

Além da mutagédo genética, hoje € possivel compreender que o cancer
engloba muitas outras interagdes e que deve ser considerado um ecossistema
complexo, uma vez, que levando em consideragdo o microambiente tumoral, é
possivel perceber que além das células cancerigenas, um tumor também possui
células ndo cancerosas, como as células imunes, fibroblastos, células endoteliais
que possuem inumeras interagdes dentro do tumor, influenciando a patogénese do
cancer (VISSER et al., 2023).



O diagndstico do cancer pode ser dado de muitas maneiras, sendo de
extrema importancia o diagndstico precoce, visto que, para alguns grupos de
tumores, a sobrevida do paciente € muito maior quando descoberto em estagio
inicial e o tratamento se torna mais eficaz. A Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
ja tornou esta agcdo como prioridade fundamental em relagéo ao cancer (HUNTER,
2022). Triagem com analise da sintomatologia, exames de sangue, citopatologia,
bidpsia, exames de imagem, podendo ser, raio X, ultrassom, tomografia,
ressonancia magneética, sdo as ferramentas que possibilitam o diagnostico e
estadiamento do cancer (WANG et al., 2021).

A partir do diagnéstico, a terapéutica do cancer vai depender do estagio no
qual a doenga se encontra e o tipo de tumor encontrado, assim como o estado geral
do paciente que mostra se ele é capaz de suportar certo tipo de tratamento.
Algumas abordagens mais comuns de tratamento s&o, a cirurgia, imunoterapia,
radioterapia, transplante de medula e quimioterapia. Muitas vezes € necessario

combinar esses métodos para um tratamento mais eficaz (INCA, 2024).

A cirurgia oncologica, consiste na retirada do tumor total ou parcial dependo
da extensao e profundidade, podendo ser com margem ou sem margem, que
consiste na retirada ou ndo da regido proxima ao tumor para garantia de extragéo
de todas as células cancerosas. A intervengéo cirurgica pode ter finalidade curativa,
quando € possivel a retirada total, ou paliativa, quando o objetivo é reduzir a massa
tumoral e a sintomatologia resultante da doencga. A cirurgia € uma das principais
escolhas de tratamento para cancer, juntamente com a radioterapia e
quimioterapia. A escolha destas modalidades ja tem se mostrado bastante eficaz
no tratamento da doenga (INCA, 2023).

A imunoterapia consiste no tratamento por meio da estimulacao do sistema
imunoldgico e tem como principal foco os tumores malignos. As terapias baseadas
neste tipo de tratamento sdo imunomoduladoras utilizadas para mudar a resposta
imunoldgica, conhecidas como inibidores de checkpoint imunolégico, transferéncia
de células adotivas, anticorpos monoclonais e vacinas preventivas. A imunoterapia
comegou a ganhar destaque a partir do conhecimento mais explorado sobre as
células do sistema imune que sdo capazes de reconhecer e erradicar células

cancerigenas, porém muitas células cancerigenas sdo capazes de evadir do
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sistema imune. Apesar do poder de evasao do sistema imune, a imunoterapia € um
tratamento bem promissor na atualidade, porém ainda com custos muito onerosos

para atingir grande parte da populagao (RUIl, ZHOU, HE, 2023).

A radioterapia consiste no tratamento utilizando radiagcées ionizantes para
impedir a multiplicagdo ou destruir as células cancerigenas. As radiagdes ionizantes
causam danos ao DNA, quebrando as fitas, interferindo no ciclo celular e causando
danos cumulativos. O tratamento é multidisciplinar, com resultados muito positivos,
pode curar totalmente o tumor ou ser realizado de forma paliativa aliviando a
sintomatologia da doenga, por exemplo, reduzindo hemorragias, aliviando a
pressao e dores, permitindo maior qualidade de vida aos pacientes. Ela pode ser
feita de duas formas, radioterapia externa ou teleterapia que consiste no
recebimento de radiagdes com o paciente longe do aparelho responsavel pela
emissdo. Ou pode ser feita por braquiterapia que consiste na colocagcdo de
cateteres ou outros condutores da radiacdo diretamente no tumor, esse ultimo &
mais invasivo muitas vezes sendo necessario a sedacao do paciente para redugao

do incbmodo na realizagédo do procedimento (INCA, 2023).

O transplante de medula é o tratamento proposto para as leucemias e os
linfomas e outros tipos de doengas no sangue também. Consiste na substituicao da
medula éssea deficitaria ou doente por células normais da medula éssea, com a
intencdo da restauracdo da medula 6ssea saudavel. O transplante pode ser
autogénico ou alogénico, o primeiro refere-se quando a medula é extraida do
préprio paciente e o segundo quando a medula transplantada vem de um doador
externo. Ele também pode vir de células precursoras advindas do sangue circulante

de um doador ou do sangue do cordao umbilical (INCA, 2023).

Quando o transplante é o tratamento escolhido, o processo comeg¢a com
testes especificos de compatibilidade afim de evitar a rejeicdo da medula pelo
receptor. O ideal é que seja o mais compativel possivel, evitando também outras
complicagbes, como agressao das células do doador contra 6rgaos do receptor.
Para inicializagado do transplante, o receptor é submetido a um tratamento que
destrdi as células tumorais e a prépria medula para entdo poder receber as células
saudaveis. Esse tratamento compromete muito o sistema imune, mas é bem eficaz

para esses tipos de canceres (INCA, 2023).



A quimioterapia € o tipo de tratamento mais conhecido quando se fala em
tratamento para cancer. Consiste no uso de substancias quimicas, que sao
farmacos citotdxicos ou citostaticos, para combater as células cancerigenas (INCA,
2023)

Os quimioterapicos utilizados no tratamento do céncer sido farmacos
antineoplasicos que interferem em processos celulares impedindo o crescimento
e/ou a multiplicagdo celular. Quando estes agentes atuam matando diretamente a
célula sdo chamados citotoxicos e quando sao capazes de impedir a multiplicagao
celular sdo chamados citostaticos. Esta atuagcdo pode se dar por meio da
interferéncia na replicagdo do DNA, por meio da intervengéo no funcionamento do
fuso mitético, por meio das alteragdes no metabolismo celular, etc (GOODMAN E
GILMAN, 2018).

As principais classes de quimioterapicos sao: alquilantes, antimetabdlitos,
antibidticos antitumorais, alcaloides vegetais, inibidores da topoisomerase, entre
outros. Os alquilantes atuam ligando-se ao DNA causando quebras e inibindo sua
replicacédo. Os antimetabdlitos atuam imitando metabdlitos naturais, como as bases
nitrogenadas, interferindo na sintese de RNA e DNA. Os antibioticos antitumorais
atuam por meio da intercalacdo com o DNA e/ou induzindo a producao de radicais
livres que danificam o DNA. Os alcaloides vegetais atuam impedindo a formagao
ou funcionamento do fuso mitético. Os inibidores da topoisomerase atuam
bloqueando enzimas que controlam a tensao torcional do DNA. Entre as outras
classes temos 0 medicamento cisplatina, um metalocomplexo, que atua por meio
da ligagdo ao DNA formando ligagbes cruzadas (cross-links) que causam
distor¢cdes na dupla hélice do DNA (MOLLAEI et al., 2021).

Os farmacos antineoplasicos sao levados pela corrente sanguinea a todas
as partes do corpo combatendo as células doentes e/ou impedindo seu
crescimento. Podem ser administrados por via oral, intravenosa, intramuscular,
subcutanea, intratecal e topica (INCA, 2023). A administragdo também pode ser
intratumoral durante a cirurgia oncolégica (RIVERA-BUCETA, 2024).

A quimioterapia pode ser realizada de forma ambulatorial ou com o paciente

internado, a depender do tipo e estagio da doenca e das condi¢des fisicas do
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paciente (INCA, 2023). E também durante a cirurgia oncologica de forma
intratumoral, esta modalidade é escolhida quando a eficacia terapéutica do
medicamento € comprometida devido sua alta toxicidade sistémica (RIVERA-
BUCETA, 2024). Nao causa dor, mas pode gerar incbmodos ao paciente durante a

aplicagao de alguns medicamentos (INCA, 2023).

As infusdes medicamentosas sado preparadas por farmacéuticos
especializados de acordo a prescricdo médica e administradas por enfermeiros

também especializados na area de oncologia (SOBRAFO, 2014).

Os efeitos colaterais sdo diversos, e incluem perda de cabelo, prisao de
ventre, diarreia, feridas na boca, enjoo e vomito, hiperpigmentac¢ao da pele, anemia,

leucopenia e trombocitopenia (INCA, 2023).

Os diversos efeitos colaterais oriundos do tratamento com quimioterapicos
anticancerigenos sao devido a pouca seletividade desta classe medicamentosa,
muitas vezes, seu mecanismo de agao atua destruindo as células doentes e as
saudaveis (INCA,2023).

Apesar dos pontos negativos mencionados acima referente a quimioterapia,
ela ainda merece uma atengao muito especial e por isso € objeto de estudo deste
trabalho, pois consiste em um tratamento eficaz, menos oneroso e, portanto, mais
acessivel a populagdo. Além do mais, com pesquisas cada vez mais abrangentes
a descoberta de novos quimioterapicos com menos efeitos colaterais e mais
efetivos para o tratamento do cancer pode ser uma realidade muito préxima de se

concretizar.
1.2.1 Cancer de mama

O cancer de mama, conforme ja mencionado, € o segundo tipo de cancer
mais incidente entre as mulheres, ja nos homens € pouco comum, mas também
pode ocorrer (INCA, 2023). Consiste num grupo de doencas diversas devido ao seu
comportamento distinto. A diversidade deste cancer € marcada pela presenca ou
auséncia de proteinas que sao receptores hormonais (de estrogénio e
progesterona) e também pela presenga ou auséncia da proteina HER 2. Essas

proteinas caracterizam o cancer de mama a nivel molecular, distinguindo a
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proliferagdo rapida ou lenta das células tumorais auxiliando na determinacéo da
agressividade e na definicao do estadiamento do cancer (DOBRUCH-SOBCZAK et
al., 2022; BARZAMAN et al., 2020).

Os sintomas desta doenca consistem em aparecimento de nddulo indolor ou
nao, duro e irregular, mas existem tumores em que o nodulo pode estar bem
definido, globoso e com a consisténcia mais tenra. Outras caracteristicas da
sintomatologia incluem, edema cutaneo na mama com aspecto parecido a casca
de laranja, secregcao espontanea unilateral ou ndo, encolhimento da pele,
descamacgao ou ulceracdo do mamilo, dor, inversdo do mamilo e aumento da
temperatura na mama. Além disto, podem aparecer linfonodos tateaveis na axila
(MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

O cancer de mama pode ser originado por diversos fatores, entre eles, idade,
a histoéria reprodutiva da mulher, fatores enddcrinos, comportamento, ambiente,
genética e hereditariedade. A partir dos 50 anos de idade as mulheres tém maior
risco de desenvolver a doencga devido ao acumulo de exposi¢des ao longo da vida,
que causam danos ao DNA, assim como, as alteragdes bioldgicas inerentes ao
processo de envelhecimento (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Os fatores enddcrinos e a historia reprodutiva da mulher incluem primeira
menstruagao precoce, menopausa tardia, nuliparidade, primeira gravidez apds os
30 anos, uso de contraceptivos orais, reposicdo hormonal pés menopausa. Todos
esses fatores estdo diretamente relacionados com a estimulagdo hormonal do
estrogénio favorecendo a predisposicao ao desenvolvimento da doenca (OMS,
2018; IARC 2021).

Outro fator curioso quanto ao maior risco de desenvolvimento do cancer de
mama € a composicdo mamaria. Mulheres com mamas densas com tecido
fibroglandular de forma predominante sdo mais propensas a doenga pois ha mais
células que podem se tornar cancerosas e além disso, a presencga de nddulos pode
ser mascarada dificultando assim a descoberta precoce (INCA, 2024).

Ja os fatores ambientais e comportamentais estao diretamente relacionados
com o estilo de vida da mulher e ja estdo bem estabelecidos segundo a OMS, entre

eles estdo a ingesta de bebida alcodlica, sedentarismo, sobrepeso e obesidade e
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exposicao a radiacao ionizante (OMS, 2018; INCA, 2020, IARC, 2021). O risco
deste cancer também aumenta com a exposi¢ao a certos ambientes e substancias
que contenham benzeno, agrotoxicos, campos eletromagnéticos, compostos
organicos volateis, etc. E em relagdo a radiacao ionizante, o risco € proporcional a

frequéncia e a dose em que se € exposto (INCA, 2023).

Esse tipo de cancer é explorado neste trabalho devido ao impacto causado
na populagdo mundial como um todo e a necessidade de novas abordagens e

terapéuticas.

1.2.2 Cancer de colo de utero

O cancer do colo do utero, no ranking mundial, é o terceiro mais incidente na
populacdo feminina e uma das principais causas de morte entre as mulheres
(OLUSOLA et al.,2019). Ele é causado pela infecgao persistente por tipos
oncogénicos do Papiloma Virus Humano (HPV) principalmente o HPV-16 e o HPV-
18 responsaveis por 70% dos casos (LOPEZ-CODONY et al., 2024). A presenca
desses virus permite a replicacdo desordenada das células de revestimento do
orgéo, comprometendo seu tecido e podendo invadir 6rgdos proximos ou a
distancia. Os virus sdo agentes carcinogénicos, pois inserem seu material genético
ao DNA do paciente aumentando as mutagdes genéticas, que geram mutacdes
deletérias, que favorecem a carcinogénese. O cancer do colo do utero é dividido
em duas categorias principais, carcinoma epidermoide e adenocarcinoma, o
primeiro € o mais frequente, representando 90% dos casos e acomete o epitélio
escamoso. Ja o segundo é mais raro, representando apenas 10% dos casos e

acomete o epitélio glandular (INCA, 2023).

O cancer do colo do utero € uma doenga que inicialmente pode nao
apresentar sintomas devido ao seu lento desenvolvimento, mas pode evoluir para
quadros mais graves que incluem sangramento vaginal irregular ou apés a relagao
sexual, dor abdominal com queixas urinarias, secrecao vaginal anormal e até
mesmo dor abdominal com queixa intestinal nos casos mais avangados (INCA,
2021).
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A infeccdo pelo HPV é muito comum principalmente nos paises em
desenvolvimento. Estima-se que cerca de 80% das mulheres sexualmente ativas
irdo adquiri-la ao longo de suas vidas. Na maioria das vezes a infecgdo cervical
pelo HPV é transitoria e regride espontaneamente, entre seis meses a dois anos

apo6s a exposicao (OMS, 2008).

Nos casos em que a doenca progride, existem alguns aspectos que s&o mais
determinantes para o seu desenvolvimento, entre eles o préprio subtipo e carga
viral do HPV, genética, imunidade da mulher, e seu comportamento sexual. Até
mesmo o uso de contraceptivos orais, assim como no cancer de mama, é
considerado fator de risco para o desenvolvimento deste tipo de céncer (ABU-
RUSTUM et al., 2023)

Diante de tal exposto, e do numero elevado de mulheres acometidas por este
tipo de cancer, as autoridades ja estdo atentas e subsidiam muitos programas
visando a prevengao do cancer do colo do utero. Uma destas maneiras foi a
insercdo de vacinas no Sistema Unico de Saude (SUS) contra o HPV para meninas
e meninos e em 2022, ja houve uma ampliacao do publico-alvo aumentando a faixa
etaria em que essas vacinas podem ser tomadas (meninas € meninos entre 9 e 14
anos) (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Outro grande avango na area constou no ano de 2024, em que o Ministério
da Saude incorporou a testagem molecular para detecgdo do virus HPV e
rastreamento do cancer do colo do Gtero no SUS (MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

Esse tipo de cancer também é explorado neste trabalho devido ao impacto
causado na populagdo mundial, o impacto da doenga no Brasil e a necessidade de

novas abordagens terapéuticas.

1.2.3 Cancer de proéstata

O cancer de proéstata é o segundo mais incidente entre os homens e sua taxa
de incidéncia é maior em paises desenvolvidos quando comparado aos outros,
devido ao diagnostico ser mais acessivel (OMS, 2022; IARC, 2022).
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Ele acontece devido a proliferagdo desordenada das células da préstata. A
préstata € uma glandula localizada na parte inferior do abdémen masculino, sendo
um &érgéo pequeno, situado abaixo da bexiga e a frente do reto. Ela envolve a
porcdo inicial da uretra e é responsavel pela produgdo de parte do sémen.
Normalmente, este cancer, acomete homens a partir dos 65 anos, correspondendo
a cerca de 75% dos casos (WASIM et al., 2022).

Sua origem pode ser multifatorial, entre elas os fatores de risco mais citados
sédo histérico familiar, etnia, idade, obesidade e fatores ambientais. Os fatores
ambientais ja bem elucidados na literatura incluem exposi¢ado a aminas aromaticas,
arsénio, produtos de petréleo, etc (SEKHOACHA et al., 2022).

O diagnéstico de cancer de prostata pode ser dado pelos exames de
pesquisa do antigeno prostatico especifico (PSA), que consiste em um biomarcador
para o cancer de préstata e outras anormalidades que possam estar ocorrendo com
o 6rgao, seu valor & considerado normal quando esta abaixo de 4ng/mL. Quando
este valor esta acima do esperado exige uma complementagédo dos exames para o
diagndstico do cancer, como o exame digital retal e a biopsia da préstata para
confirmacéao e estadiamento da doenga (SEKHOACHA et al, 2022).

O tratamento do cancer de préstata leva em consideragao o estadiamento
da doenca, a idade e o estado geral de saude do paciente, mas incluem de forma
geral, a cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia, podendo ser combinados ou
isolados. Os efeitos colaterais destes tratamentos ainda sdo enormes, causam

muita resisténcia por parte do paciente aos tratamentos (INCA, 2023).

E devido a esses fatores, este tipo de cancer é explorado neste trabalho
devido a necessidade de novas descobertas de tratamento, para novas abordagens

e terapéuticas, mais efetivas e eficazes e com menos efeitos colaterais.
1.3 Complexos metalicos

Complexos metalicos consistem em compostos sintetizados que possuem
algum metal na sua composigéo, sua introdugéo nos tratamentos clinicos, devido a
sua diversidade e versatilidade quimica, tem beneficiado a medicina principalmente

em suas aplicagdes promissoras no tratamento para o cancer (RICCARDI, C.,
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PICCOLO, M., 2023). Um dos compostos ja muito conhecido e aplicado com esta
finalidade é complexo cis-diaminodicloroplatina (llI), mais conhecido como
cisplatina. Este composto e seus analogos tém sido estudados e aplicados com
sucesso no tratamento de diversos tipos de canceres, como de mama, cabeca e
pescogo, testicular, linfomas, etc. Apesar da sua boa aplicagéo para estas doencas,
estes compostos ainda apresentam limitagdes em seu uso, ja que os pacientes
apresentam muitos efeitos colaterais durante o uso destes, a exemplo disto
observa-se a mielosupressao, trombocitopenia, nefrotoxicidade, neurotoxicidade e

sangramento intra-abdominal (SINGH et al,2023).

Diante desta realidade, muitas pesquisas tém sido realizadas com o intuito
de buscar novos compostos com atividade antitumoral que sejam mais efetivos e
seguros, com alta seletividade, apresentando predilecao por toxicidade direcionada
as células tumorais (RICCARDI, C., PICCOLO, M., 2023).

Os metalocomplexos tém sido amplamente estudados por possuirem
propriedades redox e espectroscopicas unicas, alta estabilidade e boa versatilidade
estrutural. Sua interagdo com o DNA celular marca seu mecanismo de acao
(SINGH et al,2023). As propriedades redox apresentadas pelos metalocomplexos
acontecem pela capacidade do metal central mudar de estado de oxidacéo e seus
ligantes também participarem da transferéncia de elétrons. Esta atividade gera um
ambiente oxidante quando presente na célula, pois ocorrerao reagdes do tipo
Fenton/Fenton-like produzindo radiais hidroxilas e outras espécies reativas de
oxigénio. Este estresse oxidativo elevado ultrapassa o limite tolerado pela célula
desencadeando a apoptose. Este mecanismo impacta diretamente a tumorigénese

e pode ser utilizado potencialmente contra o cancer (LIU et al.,2022).
1.3.1. Metalocomplexo a base de cobre

O cobre, metal de escolha para a composi¢gao do complexo do presente
estudo, é um metal de transigao, muito abundante no organismo humano, cerca de
100 mg em um individuo médio. Ele é responsavel por diversas fungdes bioldgicas,
incluindo participagao no metabolismo energético, transporte de ferro, pigmentagéo
de pele e cabelo, manutengcédo dos tecidos conjuntivos, neovascularizagao,

elasticidade pulmonar, entre outros (GANCI et al.,2025).
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Além disso o cobre € um elemento abundante na natureza, encontrado em
diversas fontes minerais, sendo a principal fonte a calcopirita. Dentre as suas
propriedades destaca-se sua boa estabilidade, condutividade elétrica, resisténcia a
corrosao e sua pouca reatividade sendo assim, muito atrativo e valioso para

aplicagdes industriais, pesquisas tecnoldgicas e farmacéuticas (ABCOBRE, 2021).

Muitas pesquisas ja tem sido realizadas com compostos a base de cobre
devido as suas propriedades quimicas e também por ser um metal que em altas

concentragdes pode causar intoxicagdo no ser humano (GE et al., 2022)

Os tumores normalmente apresentam concentracdes elevadas de cobre
quando comparadas as células normais, o que pode ser justificado pelo cobre
desempenhar uma funcdo de cofator na angiogénese (GE et al., 2022). Quando
este metal esta de forma desbalanceada no organismo a interagdo do metal com o
DNA da célula ocorre de forma nao covalente e intercalante com o DNA, de forma
que ocorre o bloqueio da replicagéo e interrupgédo do ciclo celular (CORONA-
MOTOLINIA et al., 2020). Na literatura encontramos diversos estudos que mostram
como essa homeostase desequilibrada do cobre afeta o crescimento tumoral,
podendo induzir muitas formas de morte celular, entre elas a apoptose e autofagia
(JIANG et al., 2022). Essas caracteristicas tornaram este metal muito promissor
nos estudos para descobertas de novos agentes antineoplasicos (CORONA-
MOTOLINIA et al., 2020).

1.4 Modelagem e docking molecular

A modelagem molecular consiste em sistema computacional que permite a
experimentacao virtual in silico como ferramenta para interpolacao de experimentos
de bancadas. Ela permite analisar a estrutura molecular e atbmica das moléculas
para melhor definigdo dos processos de ancoragem e melhor interagédo entre elas.
Essa metodologia de trabalho € muito importante, porque direciona o trabalho e
prediz as estruturas com maior possibilidade de dar certo, definindo seu mecanismo
de acdo. O docking molecular poupa tempo e recursos devido ao direcionamento,
sendo um recurso interessante antes dos estudos in vitro e in vivo. Por isso é

considerado uma promessa no direcionamento de compostos no combate das
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células cancerigenas e na ajuda para descoberta de novos farmacos (AMINPOUR
et al., 2019; ARJMAND et al., 2022).

A docagem, docking, ancoramento molecular € uma subdivisdo do processo
de modelagem molecular, € utilizada para determinar a interagdo metabdlica entre
duas moléculas de forma a encontrar a melhor orientacdo entre os ligantes com
menor energia de formagcao e que seja estavel. Por ser um método in silico, a
economia de tempo, de recursos, e de estratégias sdo muito consideraveis diante
desta metodologia, aumentando a eficiéncia e produtividade nas industrias
farmacéuticas, quimicas e até mesmo nos laboratorios de pesquisa (ARJMAND et
al., 2022).

2 Objetivos

2.1 Objetivo geral

Avaliar e caracterizar a atividade citotoxica do metalocomplexo
[Cu(Shyd)(phen)(acn)(Cl04)](CIO4) in vitro e in silico para verificagdo de possivel

atividade antineoplasica em células tumorais humanas.

2.2 Objetivos especificos

e Verificar por meio do Docking molecular a interagdo e o modo de ligagéao
entre o metalocomplexo e o DNA.

e Avaliar a atividade citotéxica do metalocomplexo
[Cu(Shyd)(phen)(acn)(CIO4)](ClO4) in vitro pelo teste Alarmar Blue em
células das linhagens tumorigénicas humanas Hela (cancer de colo de
utero), MDA-MB-231 (cancer de mama), PC-3 (cancer de prostata). E
como controle, células da linhagem nao tumorigénica PNT-2 (controle
negativo para o cancer de préstata).

e Determinar a viabilidade celular (IC50) do metalocomplexo para cada
linhagem celular e a dose inibitdria de 50% das células.

e Definir o indice de Seletividade (IS) do metalocomplexo pra cada
linhagem estudada.
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e Verificar qual linhagem possui melhor resposta frente ao tratamento com
0 metalocomplexo

e Avaliar se o metalocomplexo tem capacidade de induzir a produgao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) por meio de marcacgéo por sonda de
diacetato de diclorofluoresceina.

e Avaliar se o metalocomplexo € capaz de provocar alteragdes nas fases
do ciclo celular

e Verificar qual via de morte celular é induzida mediante o tratamento com

0 metalocomplexo.

3 Metodologia

3.1 Metalocomplexo

O complexo foi primariamente sintetizado e caracterizado no Departamento
de Quimica, no Instituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Minas
Gerais por Priscila Pereira Silva e colaboradores (2013) como parte da sua tese

para obtencéo do grau de Doutor em Ciéncias.
3.2 Cu(Shyd)(phen)(acn)(Cl04)](ClO4) — sintese e caracterizagao

Segundo Silva e colaboradores (2014), responsavel pela sintese do
composto, o complexo foi preparado pela reacdo de Cu(ClO4)2-6H20 (0,185 g, 0,5
mmol) com a hidrazida do acido 2-tiofenecarboxilico (0,071 g, 0,5 mmol) em 8,0 mL
de acetonitrila. A mistura adicionaram-se 2,0 mL de solugcdo de 1,10-fenantrolina
monohidratada (0,099 g, 0,5 mmol) também dissolvida em acetonitrila. A solugcao
resultante de coloracdo verde foi deixada em temperatura ambiente para
evaporagao lenta do solvente. Depois de alguns dias, ocorreu a formagéao de
cristais azuis escuros. Esses cristais foram filtrados, lavados com acetonitrila fria e
reservados para analises posteriores. Rendimento: 19%. A figura abaixo apresenta
a estrutura do complexo ternario de cobre Il que foi preparado como descrito acima.
Esse composto contém como um dos ligantes a hidrazida do acido 2-
tiofenocarboxilico e como segundo ligante o composto 1,10-fenantrolina (SILVA et
al., 2014).
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Figura 8. Representagado da estrutura cristalina do complexo [Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](ClO4)
utilizando o programa Ortep. Os atomos de hidrogénio foram omitidos para melhor visualizagéo.
Fonte: https://doi.org/10.1016/j.jinorgbio.2013.09.014.

3.3 Docking molecular e preparagao dos ligantes

Os ligantes foram desenhados no software Avogadro versao 1.1.1 e salvos
no formato.mol2, apds otimizacdo estrutural. Os arquivos foram posteriormente
configurados no software de Avogadro, por meio da ferramenta Extensions, para
obter uma geometria optimizada no campo da forca UFF (Universal Force Field).
No software Auto Dock 1.5.7 os ligantes foram preparados, deletando possiveis

moléculas de agua e foram adicionados hidrogénios polares e carga de Gasteiger.

Os estudos de docking molecular do complexo de cobre foi realizado usando
software Auto Dock 1.5.7 com a macromolécula DNA. A estrutura cristalina do DNA
(126D), na sequéncia CATGGCCATG, com resolucéo de 2 A, foi obtida a partir da

Protein Data Bank (www. Rcsb.org). Todas as moléculas de agua ao redor do DNA
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foram removidas e os atomos de hidrogénio polares adicionados na estrutura assim
como as cargas de Kollman. Para estudar o estado de ligagdo, em um docking as
cegas, o DNA foi analisado em uma caixa de varredura (grid box) medindo

65x58x96 para o complexo.

Para realizagdo dos calculos de ligagdes, entre ligante e receptor, foram
utilizados algoritmos genéticos lamarkianos, e o numero de algoritmos genéticos
executados foi definido para 100 e o numero de avaliagbes foi definido para 2,5
milhdes (KHEIRDOOSH et al., 2020; SHI et al., 2015). As imagens das interagbes
DNA foram produzidas pelo Auto Dock 1.5.7.

3.4 Cultura de células: manutengao das linhagens celulares

As linhagens celulares trabalhadas, HelLa, PNT-2 e PC-3, foram cultivadas
in vitro, utilizando meio RPMI-1640 (Gibco®, Paisley, UK). Ja a linhagem MDA-MB-
231 foi cultivada in vitro, utilizando meio DMEN baixa glicose (Gibco®, Paisley, UK).
Ambos foram suplementados com 100 yL/mL de penicilina, (Sigma Chemical Co.®,
St. Louis, USA), 10% de volume de soro fetal bovino inativado por aquecimento
(Cultilab®, Campinas, Brasil). Todas as garrafas possuiam um volume de 25 cm? e

75 cm? e foram mantidas em incubadora de CO, a 5% em temperatura de 37°C.
3.5 Ensaio de citotoxicidade Alamar Blue

Para avaliacdo do potencial citotoxico do complexo metalico
[Cu(Shyd)(phen)(acn)(CI04)](ClO4), foi realizado o teste de viabilidade celular pela
reducédo da resazurina, mais conhecido como Alamar Blue. Para cada linhagem
trabalhada, foi utilizada uma microplaca estéril de 96 pocos, a densidade de células
utilizadas foi de 1x10°cels/pogo sendo cultivadas em 100uL de meio de cultura
especifico para a linhagem (RPMI 1640 ou DMEN) e suplementado com 10% soro
fetal bovino (SFB). O complexo metalico em questéo foi diluido de modo seriado e

foram testados nas células em concentragdes variando de 1 a 100 uM.

As microplacas foram armazenadas na incubadora de CO, (5%) a 37 °C por
24 horas. Ap6s 21 horas de tratamento, cada pogo da microplaca foi acrescido com
20uL do reagente colorimétrico Alamar Blue, depois foi necessario aguardar o

tempo de metabolizagao da resazurina pelas células ocasionando a mudancga de
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cor azul para rosa, sendo a sinalizagao detectada pelo controle negativo, para que
fosse realizado a leitura em uma leitora de placa. Foram utilizados os comprimentos
de onda 570 e 600 nm.

A viabilidade celular foi calculada usando a seguinte férmula:

(02 x A1) — (01 x A2)
(02xP1) — (01xP2)

%viabilidade celular = 100

Na qual:
A1 = absorbancia das células tratadas a 570nm;
A2 = absorbancia das células tratadas a 600nm;

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

02 = valor de coeficiente de extingdo molar (E) de Alamar Blue oxidado a 600nm

(pré-determinado em 80586);

P1 = valores de absorbancia do controle negativo a 570nm;
P2 = valores de absorbéancia do controle negativo a 600nm.
3.6 indice de seletividade (IS)

Para determinar se o0 composto trabalhado ¢é seletivo diante células tumorais,
foi necessario calcular o indice de seletividade (IS), que é dado pela razdo entre as
concentragdes necessarias para reduzir 50% da viabilidade celular (IC50), tanto da

célula ndo tumoral e quanto da linhagem tumoral.

Utilizou-se a seguinte formula:

IC50 da linhagem nao tumoral

IC50 da linhagem tumoral
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Onde, IS = 2 qualificam o composto como mais seletivo para as linhagens
tumorais, ou seja, mata o dobro de células neoplasicas frente as células saudaveis

e serdo considerados promissores.

3.7Ensaio de analise de ciclo celular

Para a realizacdo da analise de ciclo celular foi utilizada uma placa de 24
pogos, onde foram semeadas a concentragdo 2x10° de células por poco, a
linhagem mais promissora escolhida para continuagédo das analises foi a PC-3. O
experimento foi realizado em ftriplicata, e as células foram dispostas em uma
incubadora de CO, por 24 horas com os tratamentos na concentracéo de 10 uM, 6
MM e 3 pM. Para melhor interpretacdo dos resultados, foram criados o grupo
controle utilizando a cisplatina na concentragdo de 400 uM e também o grupo
controle negativo. Apds a etapa de tratamento, as células foram removidas da placa
e transferidas para tubos de 1,5 mL. Em seguida, foram centrifugadas a 1.000 rpm
por 10 minutos e lavadas com Tampao Fosfato (PBS 1X). Posteriormente, uma
nova centrifugacao de 10 minutos a 1.000 rpm foi realizada para obter o pellet, este
por sua vez, foi ressuspendido em 300 uL de PBS 1X e 700 uL de alcool absoluto,
que serviu para fixar as células.

Ap0s esta etapa de fixacao, foi feito a incubagao por 30 minutos, em seguida,
foi feito a centrifugacao de 5 minutos a 2000 rpm, o sobrenadante foi descartado e
o pellet foi lavado 2 vezes com PBS 1X, o sedimento celular foi ressuspendido em
250 uL de PBS 1X.

Nesta solucao foi adicionado 12,5 yL de RNAse e 12,5 uL de lodeto de
propideo (IP), esperou-se um periodo de incubacao de 30 minutos na temperatura
ambiente no escuro, em seguida as amostras foram lidas no citdmetro de fluxo. Os
dados obtidos foram analisados utilizando o GraphPad Prism 8.0 (GraphPad

Software Inc., La Jolla, Califérnia, EUA).
3.8Ensaio para deteccao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Para a realizagao deste experimento foi utilizada uma placa de 96 pogos
escura. Foram semeadas 3x10* células PC-3 por pogo. A placa com as células foi

disposta na incubadora de CO, por 3 horas para aderéncia celular. Apds este
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tempo, foi adicionado o tratamento nas concentra¢des de 3 uM, 6 uM e 10 uM. O
branco utilizado consistia em uma solugdo de PBS 1X. Um controle negativo
somente com células. Outro controle negativo com células e sonda de marcagéo
das espécies reativas de oxigénio. Um controle positivo com células e cisplatina na
concentracdo de 400 uM. E um controle positivo com células e peroxido de
hidrogénio (H202) na concentragcdo de 3%. Apos montagem da placa, esta foi
disposta por 24 horas na incubadora de COz2, sendo que, o peréxido de hidrogénio
(3%) foi adicionado no controle positivo apenas 30 minutos antes de completar as
24 horas de incubagao. Apos este periodo, foi adicionado 150 uL de H2DCF-DA
(2,7 diacetato de diclorofluoresceina), a sonda de marcacao, em todos os pogos
com excecao do controle positivo. A placa foi novamente incubada por 45 minutos
e levada ao fluorimetro. Foram realizadas as leituras no espectro do verde, na
excitacao de 475 nm e emissao de 500 nm. Os dados obtidos foram analisados
utilizando o GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, Califérnia,
EUA).

3.9 Ensaio de Apoptose e Necrose

Para a realizacdo deste experimento, foi utilizado o Kit para detec¢ao de
apoptose/necrose anexina V-FITC/lodeto de Propideo (Pl) da Quatro G

Biotecnologia®.

Foi realizado o plaqueamento de 2 x 10° de células PC-3 por pogo, numa
placa de 24 pocgos, realizado em triplicata. As células foram dispostas em
incubadora de COz2 por 3 horas para que aderissem a placa. Logo apds este periodo
foi adicionado o tratamento com [Cu(Shyd)(phen)(acn)(Cl04)](CIO4), o composto em
questao, nas concentracées de 3 pM, 6 uM, 10 yM e 15 uM e encubadas por 24
horas. Foram feitos os grupos controle positivo com cisplatina na concentragao de
400 uM e grupos controle negativo. Apds esta etapa, as células foram colocadas
em tubos de 1,5 mL centrifugadas por 10 minutos e lavadas duas vezes com PBS
1X. Apo6s descarte do sobrenadante o pellet foi ressuspendido em 100 pyL do
tampao de ligagao (0,1M de HEPES/NaOH pH 7,4, 1,4M da NaCl e 25mM de CacClz)

previamente diluido.
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Depois foram adicionados os marcadores, 2,5 uL de anexina e 5 yL de Pl e
encubados por 15 minutos a temperatura ambiente, protegido da luz. Apos este
tempo, foi adicionado 1mL de PBS 1X e centrifugado por 10 minutos a 1000 rpm.
Apos esta execucdo, foi desprezado o sobrenadante e adicionado 100 uyL do
tampao de ligagao (0,1M de HEPES/NaOH pH 7,4, 1,4M da NaCl e 25mM de CaClz)
e analisado no citémetro de fluxo. Os dados obtidos foram analisados utilizando o
GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, Califérnia, EUA).

ApOs a analise destes dados, também foram capturadas imagens utilizando

microscopio de fluorescéncia (EVOS) para melhor visualizagdo dos resultados.
4 Resultados e Discussao
4.1 Docking molecular

A molécula em sua estrutura tridimensional foi exportada para o autodock
para interacdo individual com o DNA. Foram analisadas as conformacdes de
estabilidade, uma a uma, e os valores negativos de energia mostram que a ligagao
entre o metalocomplexo e a molécula alvo sédo favoraveis. Para cada uma das
interacdes avaliadas, o Autodock classificou em um ranking de conformagao de
menor energia, do primeiro, para o de maior energia, o ultimo. Conformagdes que

exigem menos energia sdo mais favoraveis e espontaneas.

O complexo de cobre [Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](ClO4) interage por
ligacdes de hidrogénio apenas com uma fita do DNA, por meio dos sulcos menores.
A interagcao molecular demonstrou, em sua conformagao mais estavel e, portanto,
com menor energia, -9,43 Kcal/mol, formagéo de duas ligagdes de hidrogénio com
a fita A, conforme pode ser visto na figura 1a e 1b. Uma ligacao entre hidrogénio 1
do complexo e o grupo fosfato do DNA e a outra ligagao entre hidrogénio 22 do
complexo e guanina 4 da macromolécula, conforme demonstrado pela figura 1d
representadas na forma de esferas verdes. Lembrando que o complexo interage
com todo o sulco do DNA por meio de outras forgcas de interacdo em ambas as fitas,

conforme pode ser visto por meio das esferas transparentes da figura 1c.
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Figura 9. Interagédo entre [Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](CIO4) e DNA com destaque ao encaixe, a.
Interagéo entre [Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](CIO4) e DNA com destaque as cadeias de DNA, b.
Ampliagédo da interagéo [Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](CIO4) e DNA com énfase nas interagbes de
contato, c. Ampliagdo da interagdo [Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](ClIO4) e DNA com énfase nas

ligagbes de hidrogénio, d.

A interacdo com o DNA se apresenta como provavel mecanismo de acao
deste metalocomplexo. Demonstrando interagdes n&o covalentes, como ligagdes
de hidrogénio, interagdes hidrofébicas, interagdes ibnicas e de Van der Waals. Com
preferéncia para o sulco menor, interagindo diretamente com as bases
nitrogenadas, suas pentoses e seus grupamentos fosfato (Figura 9). Compostos
com anéis aromaticos apresentam uma afinidade por intercalagdao, pois esta
interacao por empilhamento 1T-1T apresenta-se mais estavel, no entanto o complexo

nao apresentou este comportamento.

No composto metalico em estudo, a energia de interagdo molecular foi
negativa, sendo compativel com outros complexos metalicos e suas ligagbes com
o DNA (JOAQUI-JOAQUI et al., 2022). Quanto mais negativa for a energia de
ligacdo, mais espontanea e estavel sera a interagdo. O valor de - 9,43 Kcal/mol

mostra uma interagao farmaco-alvo eficaz.
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No estudo conduzido por Fantoni e colaboradores (2021), eles
demonstraram que metalocomplexos que sé&o capazes de interagir com o DNA, sédo
sinbnimos de descoberta de novos farmacos, neste trabalho, o complexo em estudo
demonstrou interagdo do tipo ndo covalente com o DNA, sendo assim capaz de
mudar a conformacdo do DNA e consequente alteracdo na sua transcricdo e

replicagao.

Sanchez-Gonzalez e colaboradores (2022) demonstraram em seus estudos
que a 1,10 fenantrolina atua como um importante ligante do complexo favorecendo
a intercalacdo com o DNA. Neste estudo o complexo metalico utilizado também
possui a fenantrolina como ligante, porém, por meio do estudo da docagem
molecular, a intercalacdo nao foi observada e sim, liga¢des de hidrogénio que séo
capazes de mudar a estrutura tridimensional do DNA, influenciando na sua

conformacao.

A docagem molecular utilizada neste e em tantos outros estudos para
descoberta de novos farmacos é essencial diante dos desafios e complexidades da
pesquisa, uma vez que, por meio desta analise, é possivel identificar a melhor
estrutura e os melhores ligantes antes mesmo de ir para as bancadas,
economizando tempo e reagente, tornando a pesquisa mais eficaz e precisa (HU
et al., 2021).

4.2 Ensaio de resazurina

O potencial citotoxico do composto [Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](ClOa4) foi
avaliado inicialmente com a determinacao dos valores de IC50 e do indice de

seletividade, e os resultados sao apresentados na tabela 1.

[Cu(Shyd)(phen)(acn)(Cl04)](ClO4)

Linhagens IC50 (uM) indice de
celulares Seletividade (IS)
HelLa 7,92 0,74
MDA-MB-231 8,42 0,70
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PC-3 5,67 1,04

PNT-2 5,92 -

Tabela 1. IC50 e indice de seletividade (IS) do metalocomplexo [Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](ClO4)

nas linhagens utilizadas tratadas com o metalocomplexo.

Os valores encontrados para as doses do complexo metalico que reduzem
50% da viabilidade mostraram-se bastante satisfatorios, visto que foram valores
baixos, ou seja, € necessaria uma pequena concentragao do composto para que a
atividade celular fosse comprometida. Sendo assim, & possivel concluir que o
composto é capaz de matar células tumorais de linhagem humana. Mas, o resultado
obtido por meio do indice de seletividade (IS) nos mostra que o composto é pouco
seletivo para células tumorais, uma vez que o resultado € proximo de 1. Para cada
célula tumoral morta, uma célula saudavel também morre. Essa falta de distingéo
entre células saudaveis e células tumorais € um grande desafio para que este
complexo venha se tornar um farmaco em potencial. Porém, diante da dificuldade
de encontrar novos compostos e compostos que pelo menos tenham alguma
atividade citotoxica (NODA et al., 2021), pode-se considerar que o composto
trabalhado neste estudo tem resultados promissores que merecem estudos

subsequentes.

No trabalho conduzido por Silva e colaboradores (2014), foram realizados
estudos sobre a citotoxicidade dos complexos de cobre sintetizados pelo grupo.
Entre eles, o] complexo utilizado no presente estudo
[Cu(Shyd)(phen)(acn)(Cl04)](CIO4), foi testado em células da linhagem de leucemia
mieloide cronica (K562). Como resultado, constataram o IC50 nestas células de 1,5
MM apds 72 horas de tratamento e IC50 de 2,6 uM apds 4 horas de tratamento. Os
valores encontrados mostram uma alta toxicidade para células frente ao tratamento
e foi um resultado semelhante ao encontrado no presente estudo, onde o IC50 foi
de 5,67uM para as células do cancer de prostata (PC-3), revelando assim a
efetividade do composto para varios tipos de cancer. Os outros complexos de cobre
sintetizados e relatados no trabalho de Silva e colaboradores, também
apresentaram atividade citotdxica para as células K562, porém, o composto com

melhor atividade relatada € o composto também objeto de estudo deste trabalho
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[Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](ClO4). Além disso, foi demonstrado por eles que a
maior atividade citotoxica estava diretamente relacionada ao aumento do nivel de
cobre intracelular, indicando que o complexo atua na inibicado da proliferacao

celular.

No trabalho de Lopes e colaboradores (2020), usando um composto de
cobre semelhante, porém com os ligantes sendo doxiciclina e fenantrolina
([Cu(dox)(1,10-phen)(H20)(ClO4)](ClO4)), obtiveram resultados favoraveis para as
linhagens murinas testadas, tanto in vitro quanto in vivo. O IC50 encontrado para
as células B16F10 de 1,4uM, para as células TG180 o IC50 foi de 6,2uM e para as
células de sarcoma 180 o IC50 encontrado foi de 13,3uM. Com esses resultados,
o0 composto estudado por eles, mostrou maior indice de seletividade (= 2) quando
comparado com o composto deste estudo, porém as células em que foram

realizados os testes sao células murinas.

No trabalho de Souza e colaboradores (2019) foram avaliados dois
complexos de cobre contendo 4-aminoantipirina como ligante comum. Para o
complexo 1, o segundo ligante utilizado foi a fenantrolina e enquanto para o

complexo 2 empregou-se a bipiridina.

Os resultados obtidos por este grupo de estudo mostraram que os
complexos estudados apresentavam citotoxicidade em leucemia mieloide crénica
(K562) para ambos complexos. Porém o complexo 1, que continha a fenantrolina
como ligante, apresentou maior citotoxicidade quando comparado com o complexo
2. O IC50 para o complexo 1 foi de 1,8 uM, e para o complexo 2 o IC50 foi de 26
MM. A fenantrolina, mostrou-se um excelente ligante para formagao e atuagao do
complexo frente a células tumorais, assim como o composto estudado neste

trabalho que também possui a fenantrolina como ligante.

Lima e colaboradores (2024 ), também mostraram um resultado interessante
em relagdo ao complexo de cobre [Cu(bta)(1,10-phen)CIO 4] e sua atividade
anticancerigena em Drosophila melanogaster. O composto apresentava a
butadiona e a fenantrolina como ligantes. E por meio deste estudo, mostraram que

o composto foi capaz de modular a genotoxicidade da cisplatina e da carboplatina
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(medicamentos ja utilizados no tratamento do cancer) evidenciando-se um

composto potencialmente promissor.

Como demonstrado acima, na literatura é possivel encontrar muitos
trabalhos que demonstram os complexos de cobre como uma classe promissora
para medicamentos antitumorais (BONTEMPO et al., 2022). Mas, diante do
exposto, existem muitos desafios a serem superados, até mesmo para o complexo
do presente estudo. Uma das alternativas seria trabalhar com a molécula para
torna-la mais seletiva, podendo alterar a apresentagéo, conformagao ou por meio
de nanotecnologia como estratégia de melhor entrega ao local onde se encontra o

tumor.
4.3 Ensaio ciclo celular

O ciclo celular pode ser definido como o processo necessario a célula para
que ocorra a divisao celular gerando novas células filhas (WANG, 2022). Este ciclo,
em células eucariotas, € compreendido pelas fases interfase, mitose e citocinese.
A interfase € composta pelos periodos GO-G1, S e G2. Na fase G0-G1 (primeiro
intervalo) a célula cresce, sintetiza proteinas e RNA e se prepara para a divisdo
celular. Na fase S, a célula sintetiza uma cépia completa do DNA e na fase G2 a

célula se prepara para a divisao celular (WANG, WANG, 2022).

A mitose é a fase de divisdo celular, onde ocorre o alinhamento e a
separagao dos cromossomos e a divisdo gerando novas células filhas. E, a ultima
fase do ciclo celular, corresponde a citocinese, onde acontece a divisdo do

citoplasma para completar a divisao celular (WANG, 2022).

O ciclo celular tem importancia fundamental para manutencdo e
funcionamento celular. A divisao celular exerce grande importancia na progressao
do cancer, ja que erros durante este processo e a segregacdao cromossémica
influenciam o aparecimento de células mutadas que podem influenciar diretamente

o desenvolvimento dessa doenca (JAMASBI et al., 2022).

Diante do exposto, este trabalho realizou este teste com a intengcao de
verificar se 0 metalocomplexo possui a capacidade de agir em alguma fase

especifica do ciclo celular e como seria seu mecanismo de agao.
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Como resultado observamos que na fase G0-G1 do ciclo celular, em todas
as concentragbes utilizadas do metalocomplexo (3 uyM, 6 uM e 10 uM) o
aprisionamento de células foi maior que 60%, mostrando-se muito significativo
quando comparado ao controle negativo (p<0,0001). A interrupgédo da progresséo
do processo do ciclo celular refere-se ao dano causado no DNA. Por meio deste
dano a proteina supressora de tumor (p53) € ativada induzindo a parada do ciclo.
Na fase S do ciclo celular, que corresponde a fase de sintese de proteinas,
observamos um resultado significativo quando comparado ao controle negativo.
Menos de 20% das células tratadas com todas as concentragbes propostas
encontravam-se nessa fase do ciclo. Fato condizente com o resultado anterior, pois
poucas células avangaram para a fase de sintese, visto que, ficaram presas na
primeira parte do ciclo celular quando tratadas com o metalocomplexo. Na fase G2
do ciclo celular, o resultado foi significante quando comparado ao controle negativo
(p<0,0001). Apenas um pouco mais de 20% das células chegaram até esta fase,
mostrando-nos que o composto também é capaz de reter as células no inicio do
processo de divisdo celular. Estes resultados atestam a alta eficacia de bloqueio do
complexo de cobre em questao. Os dados obtidos podem ser observados na figura
10.
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Figura10. Grafico de barras representativo das células tumorigénicas PC-3 tratadas com o

metalocomplexo nas concentragdes 3 uM, 6 uM e 10uM. Os dados representam a média + erro
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padrdo. * p < 0,05. ** p < 0,01, ** p < 0,001 e *** p < 0,0001 em comparagdo com o controle

negativo por one-way ANOVA seguido de pés-teste de Bonferroni.

Polloni e colaboradores (2019), em seus estudos com uma molécula de
cobre contendo como ligantes dicetonas e a fenantrolina, que também foi utilizada
para o complexo deste estudo, obteve elevada atividade citotéxica em células
murinas. O IC50 encontrado pelo grupo foi de 7,4uM para Sarcoma 180 e de
26,4uM para células mioblasticas murinas (C6C12), revelando um indice de
seletividade de 3,7. Além deste resultado, eles observaram por meio da analise do
ciclo celular, que 36,3% das células tratadas na concentracdo de 10 yM ficam
aprisionadas na fase G0-G1. Um nivel bastante inferior quando comparado com o
observado neste estudo, pois quando as células do cancer de prostata foram

tratadas mais de 60% das células foram aprisionadas nesta fase do ciclo celular.

No trabalho de Machado e colaboradores (2021) foram testados dois
metalocomplexos a base de cobre. Os ligantes utilizados por eles para o complexo
1 foi a hidrazida do acido fluorofenoxiacético e também a fenantrolina e para o
complexo 2 foram utilizados a hidrazida 4-nitrobenzoica e também a fenantrolina.
Este grupo de estudo obteve melhor resultado com o complexo 1, onde
encontraram o IC50 de 4,16uM para as células de Sarcoma 180 tratadas com o
complexo em estudo e o IC50 de 19,85uM para mioblastos murinos C2C12,
obtendo um IS igual a 4,77. Neste trabalho, eles mostraram também que as células
ficam aprisionadas na fase G0-G1 do ciclo celular, demonstrando seu potencial
antiproliferativo e consequentemente a apoptose, o que é também correspondente
ao achado neste estudo, respaldando assim a importancia do cobre em estudos de
drug design. O aprisionamento das células na fase GO-G1 impede as células de
completar a replicagcdo do DNA. Esse resultado corrobora com o encontrado no
presente trabalho, ressaltando o quanto o complexo metalico em estudo tem
potencial citostatico, capaz de inibir o ciclo celular demonstrando ser uma estratégia

terapéutica eficaz.

Shao e colaboradores (2019) sintetizaram um novo composto de cobre
contendo ftrifenilfosfina, os testes realizados com este complexo em células de
hepatoma celular (SMMC-7721) demonstraram por meio de analise em citbmetro

de fluxo sua capacidade de aprisionamento das células na fase G0-G1 do ciclo
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celular de forma dose-dependente. Na maior concentragao utilizada por eles (4 uM)
mais de 60 % das células ficaram retidas. Resultado semelhante ao encontrado no
presente estudo, porém com diferenga no nivel de significancia, uma vez que para
o complexo de cobre [Cu(Shyd)(phen)(acn)(Cl04)](ClO4) obtivemos p<0,0001.

Arikrishnan e colaboradores (2022) estudaram um derivado do complexo
ternario de cobre (Il) incorporado com 1-10-fenantrolina e aminoacido tirosina,
[Cu(phen)(L-tyr)Cl.3H20] em células de cancer colorretal (HT-29) e por meio da
analise do ciclo celular verificaram que aproximadamente 61% das células tratadas
com composto ficam retidas na fase S apds 48 horas. Resultado este um pouco
diferente ao encontrado no presente estudo. O ligante fenantrolina também foi
utilizado mas, as células ficaram retidas na primeira fase do ciclo celular (G0-G1)
quando tratadas com o complexo de cobre [Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](ClO4),
sugerindo assim, maior capacidade de bloqueio por meio do tratamento com este

metalocomplexo.

Gatczynska e colaboradores (2024) investigaram o mecanismo de agéo do
complexo de cobre(ll) com 1-alilimidazol [Cu(1-allim) 4 (NOs) 2] em células de
cancer de pulmao (A549). Em seus estudos puderam comprovar a citotoxicidade
do complexo de varias maneiras, entre elas, a analise do ciclo celular. Por meio
deste teste, observaram a interrup¢ao do ciclo celular na fase G2/M, retendo
aproximadamente 63% das células e uma diminui¢do da quantidade de células na
fase G0-G1 quando comparadas ao controle. Este resultado corrobora com o
presente estudo mostrando a capacidade dos complexos de cobre de interrupcéo
do ciclo celular, apesar de serem em fases distintas. Esta capacidade de
metalocomplexo a base de cobre ser redox-ativo, gera um ambiente oxidante, com
formacao de espécies reativas de oxigénio (ROS) oxidando as bases, levando a

danos irreparaveis no DNA, consequentemente apoptose.

Biswas e colaboradores (2023), sintetizaram o complexo de cobre
[Cu(L)(NCS)] com base de Schiff. Estas bases sédo o resultado da jungdo de uma
amina primaria e um aldeido ou cetona, formando uma imina (R-C=NH-R). Estas
bases sdo capazes de interagir com ions metalicos formando complexos com
diferentes tipos de nuclearidades. Estas bases juntamente com um ion metalico
sao capazes de gerar um desbalango oxidativo devido sua atividade redox,
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causando danos em varias estruturas celulares. Foram realizados diversos testes
com tal composto, entre eles, analise do ciclo celular em células do cancer de
prostata (PC-3), como o do presente estudo. Como resultado eles constataram o
aprisionamento de células na fase G2/M. Capacidade de bloqueio menor quando
comparado ao composto do presente estudo que reteve as células na primeira fase

do ciclo celular.
4.4 Formacao de espécies reativas de oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo moléculas capazes de controlar
diversos aspectos dentro de uma célula eucaridtica por meio de sistemas
complexos que controlam sua producao e resposta. Sabe-se que diferentes ROS
sao capazes de alterar o comportamento celular, os processos de sinalizacéo para
apoptose e até mesmo desregular o processo de producdo das ROS, muitas destas
caracteristicas sdao comuns em células tumorais desenvolvendo um papel
importante na tumorigénese (CHEUNG, 2022).

Neste trabalho, verificamos se o] metalocomplexo
[Cu(Shyd)(phen)(acn)(CIO4)](ClO4) possui a capacidade de produzir ROS nas
concentragdes 3 uM, 6 uM e 10 uM por 24 horas nas células do cancer de préstata
(PC-3). Ao término do tratamento as células foram marcadas com sonda apropriada
conforme descrito na metodologia e analisadas em citdbmetro de fluxo. Os
resultados obtidos nos mostraram que o metalocomplexo é capaz de induzir a
producdo de ROS, porém com significancia apenas para a maior concentragao
testada (10 yM), como observado na Figura 11. Nas concentracbes de 3 uM e 6

MM a produgao mostrou “p” como néo significativo.

Apesar do resultado ser observado somente na maior concentragao,
podemos vé-lo como positivo, diante da dificuldade de encontrar compostos que
possuem atividade antitumoral (LOPES et al., 2020) e além disso estudos futuros
envolvendo nanotecnologia associada ao composto poderia nos mostrar um
resultado ainda mais promissor diante desta molécula, com maior seletividade e
menos toxicidade diminuindo muito os possiveis efeitos adversos. Outro ponto a
ser considerado é sobre as concentragdes utilizadas, que foram muito baixas ja que

o IC 50 da célula foi préximo de 6 uM, observado no teste de reducao da resazurina.
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A utilizacdo de concentragdes maiores em testes futuros provavelmente nos

mostraria um consequente aumento na produgao de ROS.

De acordo com Malekirad (2021), o cobre possui muitos beneficios para o
corpo humano, entre eles, a manutengao da saude de 0ssos, vasos sanguineos,
nervos e fungédo imunoldgica, mas em excesso a quantidade de cobre cria estresse
oxidativo, catalisando oxigénio molecular transformando-os em radicais livres
causando assim danos no DNA das células e outras biomoléculas. Esta formacéao
de ROS induzida pelo complexo metalico é corroborada por este conceito e mostra

como tem sido eficaz mesmo que na maior concentragdo do composto.

O Cobre, como ja citado anteriormente, € um metal oxidante, que por meio
dos seus ions é capaz de gerar estresse oxidativo ao efetuar as reagdes de Fenton.
Essas reacdes criam radicais livres por meio da catalise do oxigénio molecular
causando danos no DNA e em outras biomoléculas (MALEKIRAD, 2021). Estes
danos causados sao desejaveis quando se pensa em um possivel farmaco, como
€ o caso do composto metalico em estudo, pois este dano celular levaria a célula

cancerigena ao processo de apoptose.
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Figura11. Grafico representativo da intensidade média de fluorescéncia da marcagao de espécies

reativas de oxigénio com H2DCF-DA na linhagem tumorigénica PC-3. Os dados representam a

*kkk *kk

média * o erro padrao. equivalente a p< 0.0001 e, equivalente a p< 0.001e “ns” sendo nao

significante, comparando com o controle negativo por one-way ANOVA seguido pelo teste de

Bonferroni.

No trabalho realizado por Machado e colaboradores (2021), também foi
realizado o teste para anadlise da indugdo de ROS e assim como no presente
estudo, foi constatada a indugdo de ROS nas maiores concentragdes dos
tratamentos e consequente apoptose das células. No trabalho realizado por Polloni
e colaboradores (2019), também foi possivel verificar que o composto a base de
cobre trabalhado por eles foi capaz de induzir a produgdo de ROS em excesso
causando danos ao DNA quando as células foram tratadas na concentragdo de

10uM do complexo metalico, corroborando com o presente estudo.

Um estudo muito interessante, demonstrado por Figueroa-Depaz e
colaboradores (2022) é sobre as Casiopeinas®, que s&do uma familia de complexos
de cobre que possuem uma excelente atividade antineoplasica com baixa
citotoxicidade. As casiopeinas foram sintetizadas pela primeira vez em 1987e tem
como férmula molecular geral [Cu(NN)(OO)JNOs e [Cu(NN)(NO)INOs, sendo NN
correspondente a 2,2 bipiridinas ou 1,10 fenantrolina e OO acetilacetonato ou
salisaladeidos e NO correspondente a aminoacidatos ou peptidatos. Um dos
mecanismos de acgao proposto para estas moléculas foi a alta produgdo de ROS
mediada por redutores enddgenos e alteragdes mitocondriais. Os resultados
referentes a esta familia de metalocomplexos de cobre foram tdo representativos
que uma das moléculas ja esta na fase | de estudo clinico no México. Além disso,
estes resultados despertaram o interesse em muitos grupos de pesquisa para a
sintese de varias moléculas contendo cobre, como o do presente estudo, para

avaliagao da atividade antineoplasica em varios tipos de cancer.

Zhang e colaboradores (2019) sintetizaram 7 complexos de cobre contendo
derivados de 5-piridin-2-il-[1,3]dioxolo[4,5- g lisoquinolina e diferentes ligantes.
Dentre eles o complexo 1 ([Cu2(L"')2Cl4])eocomplexo 3([Cu(L*)NO3)2]),
onde, L'= 9-nitro-5-piridin-2-il-[1,3]dioxolo[4,5- g Jisoquinolina. Estes complexos

apresentaram melhor resultado quando comparado aos outros e uma melhor
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resposta para as células tumorais HeLa com o IC50 de 5,03 uM e 10,05 uM para
os complexos 1 e 3 respectivamente. Neste estudo eles comprovaram o
desequilibrio oxidativo causado pelo tratamento, aumentando significativamente as
ROS, este aumento causa danos ao DNA, por meio de mutacdes, quebra de fitas
simples e dupla, ativando a p53, forcando a parada do ciclo celular e levando as

células a apoptose.

Ganci e colaboradores (2025) sintetizaram um complexo de cobre (II) com
base de Schiff, CulL?* sendo L = N,N'-(1,2-fenileno)bis(1-(1 H -imidazol-4-
il)metanimina), e neste estudo eles observaram ao tratar células de
hepatocarcinoma (HepG2) com o complexo, que a producédo de ROS foi na ordem
de trés vezes mais quando comparada ao controle negativo, induzindo as células
a apoptose. Eles obtiveram o IC50 igual a 0,078uM, valor muito abaixo quando
comparado a composto que contém fenantrolina (NIU, 2023), como o do presente
estudo. Podendo haver uma dualidade nesta resposta, complexo muito potente ou

muito toxico.

Guo e colaboradores (2021) realizaram um estudo com cobre e dissulfiram
complexado para analisar sua atividade citotoxica. Neste estudo eles puderam
observar que o complexo induz a producdo de ROS em células de osteossarcoma
humano (143B), a quantidade de ROS aumentada de forma significativa, foi
observada pelo teste de fluorescéncia utilizando a sonda DCFH-DA. O resultado foi
revertido ao utilizarem N-acetilcisteina como sequestrador, comprovando assim a

formacédo de ROS mitocondrial.
4.5 Ensaio de apoptose e necrose

A apoptose pode ser definida como um conjunto de processos bioquimicos
enzimaticos que geram uma sequéncia de mudangas morfologicas inerentes da
estrutura celular, resultando na eliminagao dessas células sem prejuizo aos tecidos
adjacentes. Ja a necrose é definida como a morte descontrolada da célula podendo
haver o extravasamento do liquido intracelular causando danos aos tecidos
adjacentes. A falha nestes processos de morte celular pode desencadear diversos
tipos de cancer (D’ARCY 2019), além de sua ativagao ser o mecanismo de acao de

diversos tratamentos de céancer. Para verificar se metalocomplexo
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[Cu(Shyd)(phen)(acn)(CIO4)](ClO4) possui também como mecanismo de agao a
indugcdo de morte celular por meio dos processos de apoptose ou necrose foi

realizado o teste com anexina e iodeto de propideo como descrito na metodologia.

Os dados obtidos nos mostram que o metalocomplexo
[Cu(Shyd)(phen)(acn)(CI04)](ClO4) induz de forma mais concisa a apoptose tardia
(Figura 12). Observamos também que para a necrose ndao houve uma resposta
significativa para as concentragdes utilizadas no teste (3 uyM, 6 pM e 10uM),

somente nos controles positivos, cisplatina (p<0,001) e formaldeido (p<0,0001) foi

possivel observar uma alta percentagem de células necrosadas.
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Figura 12. Micrografia de epifluorescéncia e porcentagem de células PC-3 apoptéticas medidas por
citometria de fluxo apds tratamento e marcagdo com Anexina V e lodeto de Propideo, sendo A:
controle negativo; B: cisplatina; C: concentracdo de 3uM; D: concentracdo de 6uM; E:concentracéo
de 10uM; F: formaldeido. Para o grafico de barras, os dados sdo apresentados como média + erro
padrdo. * equivalente a p < 0,05, ***equivalente a p < 0,001, **** equivalente a p < 0,0001 e “ns”
equivalente a nao significativo, em comparagdo com o controle negativo por two-way ANOVA

seguido de pos-teste de Bonferroni.

O fato de nao ser encontrado células necrosadas por meio do tratamento

com o metalocomplexo nas concentragcdes descritas, revela a importancia deste
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composto, pois a necrose celular poderia desencadear o derramamento do
conteudo intracelular e causar danos nos tecidos e 6rgaos adjacentes. Assim, o
tratamento utilizado pode ser considerado mais seguro quando comparado aos
controles positivos ja que houve um alto percentual de células necrosadas, quando
comparadas ao controle negativo (ZAPLETAL et al., 2023). Na apoptose tardia,
observamos que na concentragcdo de 10uM temos um resultado significativo
(p<0,0001), mais de 50% morreram por meio deste processo com este tratamento,
resultado maior que o controle positivo, a cisplatina, que ja € um quimioterapico,

revelando-se um metalocomplexo promissor para continuagao dos estudos.

O percentual de células viaveis observado graficamente € condizente com
todos os outros dados observados. No controle positivo (cisplatina), na
concentragdo maior e na concentragao média do tratamento com o metalocomplexo
em estudo, houve uma redugéo significativa da quantidade de células viaveis.
Atestando assim, que as células morreram por apoptose, podendo ser em
decorréncia dos danos causados no DNA que podem estar associados a parada
do ciclo celular na fase G0-G1, como demonstrado nos testes de analise do ciclo
celular e também como resposta a indugao de formacao de espécies reativas de
oxigénio que este composto é capaz de gerar. Este resultado atesta a eficacia do
tratamento utilizado mostrando que o composto possui atividade citotoxica que

inibe a proliferagao celular.

No estudo conduzido por Zhang e colaboradores (2019), como citado
anteriormente, eles também analisaram a indu¢cao de apoptose e necrose nas
células HeLa. E apds o tratamento com o complexo, eles utilizaram o teste de
Western blot para verificar a expressédo de proteinas envolvidas na apoptose via
mitocondrial, sendo elas, citocromo c, apaf-1 e bcl-2. Foi possivel observar que os
niveis de bcl-2 (responsavel por codificar uma proteina que atua como inibidor da
apoptose) foram diminuidos e as outras proteinas, apaf-1 e citocromo c, tiveram
seus niveis aumentados, comprovando assim a morte induzida por apoptose. Além
disso, eles avaliaram a indugcido de caspase-3 e caspase-9 comprovando a morte
via apoptose. Apesar de os ligantes serem diferentes do composto estudado neste
trabalho, quando comparamos os resultados, percebemos que o cobre complexado

tanto do presente estudo quanto ao do relatado por Zhang, apresentam excelente
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atividade antineoplasica com diferentes respostas em relagdo as mudangas dos
ligantes, como também em relagcéo aos tipos celulares testados fazendo com que

as ceélulas tumorais sofram apoptose.

Ja no trabalho executado por Shao e colaboradores (2019), como dito
anteriormente, eles sintetizaram um composto de cobre contendo trifenilfosfina, e
os testes foram realizados em células de hepatoma celular. Por meio destes testes
foi comprovado o desencadeamento da via apoptdtica mitocondrial por via
intrinseca, ja que houve perda do potencial de membrana mitocondrial, e também
foi comprovada a ativagao de caspases 3 e 9 e diminuigao da bcl-2. Além disso foi
validada a superproducao de ROS que provavelmente desencadeou o processo de

apoptose, como foi perceptivel no presente estudo.

Hu e colaboradores (2021), sintetizaram e caracterizaram trés complexos de
cobre com aroihidrazona, dentre eles o complexo 3 apresentou melhor resultado
para as células do cancer de mama MCF-7, com o IC50 de 0,54uM. No ensaio para
analise da indugao de apoptose, o percentual de células na apoptose inicial atingiu
15% na maior concentragdo do tratamento (1uM) e 34,2% na apoptose tardia,
também na maior concentracdo do tratamento. No presente estudo somente
apoptose tardia foi detectada, mas o percentual encontrado foi maior que 50% das

células tratadas, porém a concentracao utilizada foi de 10uM.

Nos trabalhos de Poloni e colaboradores (2019), e Machado e colaboradores
(2021) as células também sofreram apoptose apos o tratamento com os complexos
metalicos a base de cobre. Uma das maneiras de explicar este resultado é devido
ao fato dos compostos serem capazes de induzir a producao de espécies reativas
de oxigénio e o aprisionamento das células na primeira fase do ciclo celular. No
trabalho de Machado e colaboradores (2021), a indu¢do de apoptose foi avaliada
por meio de PCR em tempo real dos genes da via apoptoética, bcl-2 e Caspase 3. E
para as células B16F10 obtiveram a regulacao negativa de bcl-2 (responsavel por
codificar uma proteina que atua como inibidor da apoptose) e a regulagao positiva
de Caspase-3 (Proteina iniciadora e executora da apoptose), indicando assim, que
as células passaram pela via apoptotica apds o tratamento com o complexo. No
trabalho de Poloni e colaboradores (2019), assim como no presente trabalho, a
deteccao da apoptose foi realizada por meio do teste de coracdo com anexina e
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iodeto de propideo (IP) e como resultado, descobriram que o composto também é
capaz de induzir a apoptose tardia, mostrando-se dependente da concentracéo
utilizada, sendo que, nas concentra¢des de 10uM foi de 90,5% e na concentracéo
de 50uM foi de 96,1%, corroborando com os resultados obtidos com o complexo
[Cu(Shyd)(phen)(acn)(ClO4)](CIOa4).

De acordo com Silva e colaboradores (2025), ligantes heterociclicos tornam
os compostos de cobre mais ativos, como a fenantrolina utilizada como ligante
neste estudo, sendo assim, exibe uma acdo antitumoral mais efetiva contra

diversas linhagens tumorais por meio da indugédo de ROS e consequente apoptose.
Conclusao

A partir dos dados obtidos concluimos que o}
[Cu(Shyd)(phen)(acn)(CIO4)](ClO4), apresentou atividade antitumoral frente as
células cancerigenas humanas investigadas, sobretudo a PC-3 (células do cancer
de prostata) onde obteve maior citotoxicidade (IC50 = 5,97 yM) e consequente
prosseguimento dos testes. Este trabalho nos mostra que apesar da baixa
seletividade (1:1) este composto € muito promissor ja que estudos posteriores
poderiam trabalhar com a molécula utilizando ferramentas de quimica medicinal
como o bioisosterismo para alteragcdo de seus ligantes ou modificando sua
liberagao (como entrega por nanotecnologia). Além disso, este composto mostrou-
se capaz de agir de varias formas na célula tumoral, acarretando sua morte por
aprisionamento das células na fase G0-G1 do ciclo celular, induzindo produgcao de
ROS e consequente apoptose tardia. Portanto, este composto pode ser
considerado propicio para um futuro candidato a agente quimioterapico, porém sao
necessarios mais testes para melhoria dos resultados e da sua eficacia frente

células tumorais.
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