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RESUMO

O estudo aborda o potencial antitumoral do metalocomplexo de cobre (II) DRI-12 em células de
cancer de prostata (PC-3), comparando seu efeito com células saudaveis (PNT-2). O DRI-12
apresentou atividade citotdxica significativa in vitro, com valores de ICso de 4,543 uM para células
tumorais e 5,414 uM para células ndo tumorais, demonstrando baixa seletividade (IS = 1,19).
Ensaios de viabilidade celular com AlamarBlue destacaram sua capacidade de inibir o crescimento
celular, enquanto estudos de interagdo molecular indicaram uma afinidade especifica com o DNA,
sugerindo um possivel mecanismo de ac¢@o antitumoral relevante. O ensaio Cometa corroborou a
genotoxicidade do composto, com danos ao DNA detectaveis em todos os parametros avaliados
e proporcionais a dose aplicada. Apesar de apresentar seletividade limitada, os resultados
demonstraram que o DRI-12 possui alta capacidade de induzir danos as células tumorais e de
bloquear vias criticas para sua sobrevivéncia. Esses achados reforcam o potencial do DRI-12 como
alternativa promissora em terapias contra o cancer de prostata, podendo ser otimizado para aprimorar
sua eficdcia e especificidade tumoral, com base nos resultados robustos de citogenotoxicidade e

interagdo molecular obtidos.

Palavras-chave: Metalocomplexo de Cobre (I); potencial antitumoral; cancer de prostata.
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1. INTRODUCAO

1.1. Panorama do cancer e o cancer de prostata

Atualmente, o termo "cancer" engloba mais de uma centena de doencas distintas, todas
caracterizadas pelo crescimento desordenado de células, as quais tém a tendéncia de invadir
tecidos e orgaos vizinhos (INCA, 2022c). A raiz do cancer esta relacionada a modificagdes na
estrutura genética (DNA) das células, denominadas mutacdes. Cada célula saudavel opera com
instrugdes precisas sobre seu crescimento, divisao, periodo funcional e morte (INCA, 2022a).
Além de um equilibrio essencial entre a quantidade de células que passam por processos de
morte (seja por morte celular programada, doengas ou lesdes) e a taxa de reproducdo celular,
responsavel pela renovagao dos tecidos (Prado, 2014). A presenca de quaisquer irregularidades
nessas instrugdes, pode resultar no surgimento de uma célula alterada, propensa a se tornar

cancerosa (INCA, 2022a).

As células cancerosas, originadas a partir de células normais, distinguem-se em dois
aspectos fundamentais. Em primeiro lugar, perdem o controle sobre a divisdo celular e a
capacidade de seguir o ciclo natural de morte programada, o que resulta em proliferacdo
continua e, consequentemente, na formacdo de tumores, geralmente identificados apenas
quando ja apresentam milhdes de células. A segunda caracteristica, mais preocupante, ¢ a
capacidade da célula cancerosa de invadir tecidos proximos e se disseminar para outras regioes
do organismo, fendmeno conhecido como metdstase. Quando uma Unica célula cancerosa
alcanga um 0Orgdo propicio, passa a expressar proteinas que facilitam sua invasdo e aderéncia
aos novos tecidos. Paralelamente, o tumor em desenvolvimento libera sinais quimicos que
estimulam a formacdo de vasos sanguineos, assegurando o suprimento necessario para sua

progressao (Prado, 2014).



Tumores, caracterizados por grandes aglomerados de células, sdo divididos em duas
categorias com base nas caracteristicas celulares apresentadas. Um tumor maligno (cancer), ¢
identificado pela disposicdo desordenada de células anormais que invadem 6rgdos e tecidos
adjacentes, perdendo a semelhanca com o tecido de origem. Esses tumores frequentemente
expressam o gene da telomerase, evitando o encurtamento das extremidades dos cromossomos
apos cada replicagdo do DNA, o que permite que se dividam continuamente. Em contrapartida,
um tumor benigno ¢ uma massa de células localizada no tecido ou 6rgdo original, que mantem
semelhanca com o tecido de origem. Embora os tumores benignos nio sejam considerados
canceres, a remog¢ao pode ser necessaria se afetarem Orgdos importantes, como o cérebro

(Alves; Tavares; Borges, 2020; Prado, 2014).

O cancer representa um desafio significativo para a satde global, sendo uma das
principais causas de obito e um obstaculo para o aumento da expectativa de vida em escala
mundial. Em muitos paises, essa doenga ¢ identificada como a principal ou segunda mais
comum causa de morte prematura antes dos 70 anos (INCA, 2022b). Conforme indicado no
relatorio informativo de 2020 da Organizagdo Pan-americana de Saude, o cancer assumiu a
posi¢do de segunda principal causa de 0bitos em todo o mundo, resultando em 9,6 milhdes de

mortes no ano de 2018.

As estimativas sobre o impacto do cancer em 2020, apresentadas pelo Global Cancer
Observatory (Globocan) e formuladas pela International Agency for Research on Cancer
(IARC), revelaram um alarmante total de 19,3 milhdes de novos casos da doenga no cenario
internacional. Em proje¢des mais recentes da /ARC para o ano de 2040, espera-se um aumento
significativo, com a previsao de 30,2 milhdes de novos casos. Esses dados indicam um cenério

desafiador e a crescente necessidade de estratégias eficazes no combate ao cancer.



A prostata ¢ uma glandula do sistema reprodutor masculino localizada a frente do reto,
abaixo da bexiga e envolvendo a por¢ao inicial da uretra. Ela desempenha papel fundamental
na producdo de um fluido que integra o sémen, fornecendo nutrientes e prote¢do aos
espermatozoides, sendo, portanto, essencial para a fungdo reprodutiva. (INCA, 2019b). Seu
crescimento anormal caracteriza o chamado cancer de prostata (CP). Uma vez que os diferentes
tipos de cancer estdo associados aos diferentes tipos de células do corpo, tumores malignos que
tém origem nas células glandulares, como a prostata, sio denominados adenocarcinomas, e
apresentam uma propensao significativa a invasdo de tecidos adjacentes (Bacelar et al, 2015;

Prado, 2014)

O cancer de prostata (CP), em sua fase inicial, se desenvolve de maneira silenciosa,
sem a manifesta¢ao evidente de sintomas. Em muitos casos, pode se assemelhar ao crescimento
benigno da prostata, caracterizado por dificuldade em urinar e aumento da frequéncia urindria.
A medida que progride para estagios mais avangados, pode apresentar sintomas como dor 6ssea,
complicagdes urindrias e, em situagdes mais graves, infec¢do generalizada ou insuficiéncia
renal. Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de prostata (CP) estdao
relacionados a presenca da testosterona e ao avango da idade, uma vez que tanto a incidéncia
quanto a mortalidade da doenca aumentam de forma significativa em homens com mais de 50

anos (INCA, 2023a).

A detecgdo precoce e o tratamento apropriado podem resultar em altas chances de cura
para muitos tipos de cancer (OPAS, 2020). O tratamento oncologico engloba diversas
abordagens, incluindo cirurgia, radioterapia, quimioterapia, imunoterapia, hormonioterapia e
terapia alvo, sendo raras as situacdes em que neoplasias malignas sdo abordadas por meio de
uma Unica modalidade terapéutica. (Silva et al, 2017; INCA, 2019a). Para optar pelo tratamento

adequado contra o cancer de prostata, faz-se necessario considerar a idade do paciente, suas



comorbidades, o tamanho da prostata, o estagio do tumor e a extensdo do comprometimento do
organismo (Bacelar et al, 2015), de forma a se concentrar ndo apenas no controle oncolégico,

mas também na preservagdo da qualidade de vida do paciente (Damido, 2015).

Conforme registrado no livro "Estimativa 2023: Incidéncia de cancer no Brasil" do
Instituto Nacional de Cancer, o cancer de prostata ¢ globalmente classificado como a quarta
posicdo em frequéncia de casos de cancer, representando 7,3% do total. No ano de 2020, a
estimativa foi de 1,4 milhdo de novos casos de cancer de prostata, correspondendo a 15,2% de
todas as incidéncias de cancer em homens. Em relagdo a mortalidade no Brasil, foram

registrados 15.841 6bitos decorrentes de CP no mesmo periodo.

1.2. Quimioterapia e quimioterapicos

A quimioterapia ¢ uma das principais alternativas para a cura, controle e alivio dos
sintomas no tratamento do cancer (Sawada et al, 2009). A aplica¢do da quimioterapia pode
ocorrer por diferentes vias, dentre elas estdo: via oral, intravenosa, intramuscular, subcutanea,
intratecal e topica. Esse método utiliza medicamentos que se misturam ao sangue € se
distribuem por todo o organismo, alcancando diferentes regides e atuando sobre as células
cancerosas responsaveis pela formacao do tumor, com o objetivo de impedir seu crescimento e

disseminagdo (INCA, 2023b).

Os quimioterapicos, também conhecidos como antineoplésicos, sdo drogas citotoxicas
que influenciam o ciclo celular de diversas maneiras, como na duplicacdo do DNA ou na
separagdo de cromossomos recém-formados. A maioria desses medicamentos tem como alvo
todas as células que se dividem rapidamente, sem especificidade. Portanto, a quimioterapia
possui o potencial de causar danos aos tecidos saudéaveis, especialmente aqueles com alta taxa
de renovagao celular, resultando em efeitos adversos frequentes e intensos. (Iuchno; Carvalho,

2019; Tavares et al, 2019). Ademais, a quimiorresisténcia releva-se outro obstaculo no
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tratamento de neoplasias, uma vez que limita a eficidcia da quimioterapia podendo levar ao
fracasso do tratamento. Os tumores podem demonstrar resisténcia intrinseca prévia a
quimioterapia, ou essa resisténcia pode ser desenvolvida durante o tratamento em tumores

inicialmente sensiveis (Prihantono, 2021; Wilson et al, 2006).

Os dados alarmantes aqui destacados, evidenciam o desafio significativo que o cancer
representa para a satde publica e reforcam a necessidade crescente do desenvolvimento de
estratégias terapéuticas eficazes. Dessa forma, a descoberta de novos farmacos torna-se
essencial, seja para serem empregados em conjunto com os tratamentos convencionais —
reduzindo efeitos adversos —, seja como abordagens inovadoras de terapia sist€émica, com o
objetivo de melhorar a qualidade de vida dos milhdes de individuos impactados por essa doenca

devastadora.

1.3. Complexos metalicos e o cobre (Cu)

A descoberta da cisplatina por Barnett Rosenberg, na década de 1960, representou um
marco na utilizagdo de compostos metalicos no tratamento do cancer. Esse achado estabeleceu
as bases para a era contemporanea dos farmacos anticancerigenos a base de metais e
impulsionou de forma significativa as pesquisas nesse campo. Desde entdao, muitos compostos
a base de platina foram sintetizados e (Ndagi; Mhlongo; Soliman, 2017), apesar da eficacia no
tratamento de diversos tipos de tumores, um desafio significativo ainda reside nos efeitos
colaterais intensos e na resisténcia das células tumorais a estes medicamentos. A busca por
superar tais problemas impulsiona, assim, o desenvolvimento de medicamentos com maior

compatibilidade bioldgica (Cross et al, 2018).

O crescente interesse no potencial terapéutico dos metalocomplexos na terapia do
cancer decorre, principalmente, das propriedades unicas dos metais. Essas caracteristicas

permitem o desenvolvimento de complexos metalicos capazes de se ligar seletivamente a alvos
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biomoleculares, favorecendo a entrega direcionada da droga as células cancerosas e
contribuindo para superar um dos principais obstaculos farmacocinéticos no tratamento (Ndagi;
Mhlongo; Soliman, 2017). Nesse cendrio, os complexos metalicos a base de cobre (Cu) tém
atraido atencdo ndo apenas pela ampla gama de atividades farmacoldgicas — incluindo
propriedades antibacterianas, antifingicas, antivirais, anti-biofilmes e anti-inflamatorias (Cross
et al., 2018) —, mas também por apresentarem menor toxicidade em comparacdo a outros
metais, visto que o cobre ¢ um elemento naturalmente presente no organismo humano (Pravin

etal., 2017).

Nesse contexto, diversos prototipos de metalofarmacos que contém cobre t€m sido
estudados como possiveis agentes antineoplasicos (Pravin et al, 2017). Ao serem contrastados
com os complexos a base de platina, aqueles que contém cobre em sua formulacdo tendem a
provocar menor resisténcia das células tumorais ao tratamento, apresentar efeitos colaterais
mais moderados no organismo e a proporcionar maior abrangéncia em sua atividade

antitumoral (Ruiz-Azuara; Bravo-Gomez, 2010).

Embora o perfil farmacocinético da maioria desses medicamentos ainda ndo tenha sido
totalmente elucidado em seres humanos, hd uma expectativa otimista. O desenvolvimento de
compostos a base de metal, direcionados seletivamente as células cancerigenas, representa uma
notavel inovacdo nessa area de pesquisa (Ndagi; Mhlongo; Soliman, 2017), oferecendo

perspectivas promissoras para enfrentar o desafio do cancer e justificando o presente estudo.

Sendo assim, o presente estudo visa analisar, in vitro, o potencial antitumoral contra a
linhagem de células humanas do céncer de prostata (PC-3) de um novo metalocomplexo de
cobre ([Cu(4-FH)(phen)(Cl04)2]), denominado DRI-12, formado a partir da associagdo de
aceto-hidrazida, perclorato e 1,10 fenantrolina ao cobre (II) e sintetizado no Instituto de

Quimica da Universidade Federal de Uberlandia, em Uberlandia/MG. A escolha desse



metalocomplexo se deu partindo da hipotese de que devido as propriedades farmacoldgicas e
antitumorais dos metais essenciais, como o cobre, o DRI-12 apresenta um potencial promissor

no combate a células cancerigenas.

2. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial antitumoral in vitro do
metalocomplexo DRI-12 em linhagens celulares prostaticas tumorigénicas (PC-3) e nao

tumorigénicas (PNT-2) bem como verificar seu efeito genotoxico.

2.1. Objetivos especificos

Avaliar a atividade citotoxica in vitro do DRI-12 em ambas as linhagens prostaticas

e analisar seu efeito inibitorio sobre a proliferacao celular;

e Determinar a concentragdo inibitdria de 50% da viabilidade celular (ICso) in vitro
para as duas linhagens;

e Calcular o Indice de Seletividade (IS) do complexo e discutir suas implicagdes
terapéuticas;

e Investigar a interagdo do metalocomplexo DRI-12 com o DNA por meio de

ferramentas in silico;

Avaliar a capacidade genotoxica do DRI-12, por meio do ensaio Cometa;

3. METODOLOGIA

3.1. Sintese do metalocomplexo de cobre (II) DRI-12

Para a obtengdo do complexo DRI-12, caracterizado pela associagao do Cobre (II) a
4-4cido fluorofenoxiacético Hidrazida e 1,10-fenantrolina, analisado neste estudo, a equipe do

Laboratorio de Sintese de Candidatos a Farmacos (LasFar) da Universidade Federal de



Uberlandia preparou a reacao de Cu (C104)26H20 (0.09 gramas (g), 0.25 micro mols (uM) em
conjunto com 0.25 uM de hidrazida diluidas em metanol. A solug@o foi submetida a agitagado
por 2 horas, seguida pela adi¢do de um ligante heterociclico (0,25 uM) doador de N,N,
anteriormente dissolvido em metanol. Apds um periodo de 48 horas, o composto foi filtrado,

lavado com metanol e seco por redugdo de pressao (Paixao et al, 2017).

3.2. Manutencao das linhagens celulares in vitro

As linhagens utilizadas para o presente estudo consistem em células humanas
prostaticas tumorais (PC-3) e ndo tumorais (PNT-2) como controle. As quais foram cultivadas
in vitro em garrafas de cultura, utilizando meio Roswell Park Memorial Institute Medium
(RPMI) -1640 contendo HEPES e L-glutamina (Gibco®, Paisley, UK), suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB) inativado (Cultilab®, Campinas, Brasil) e 1% de antibiotico, sendo
estes penicilina e estreptomicina (Sigma Chemical Co. ®, St. Louis, USA). As células foram
mantidas em incubadora a uma temperatura de 37°C e concentracdo de CO; em 5%, seguindo

as instrucoes dos fabricantes.

3.3. Ensaio de citotoxicidade por reducio da resazurina

O ensaio de viabilidade celular foi realizado por meio da reducao da resazurina, que,
ao atravessar as membranas de células viaveis com metabolismo ativo, é convertida em
resorufina pelas desidrogenases mitocondriais (Riss et al., 2016). O objetivo foi avaliar a
capacidade citotoxica do complexo metalico de cobre (II) DRI-12. Para isso, cada linhagem
celular foi cultivada separadamente em quadruplicatas de 100 microlitros (uL) de meio de
cultura RPMI-1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibidtico
(meio completo), em microplacas estéreis de 96 pogos, de modo que cada pogo continha 2 x

10* células. Apds a aderéncia das células a placa, o composto metalico DRI-12 foi diluido de



forma seriada, adicionado aos pogos e testado nas células em concentra¢des variando de 1 a

100 pM.

Na sequéncia, a microplaca foi armazenada em uma incubadora de CO2 (5%) a 37 °C
por aproximadamente 21 horas. Ao fim dessa etapa de tratamento, cada pogo da placa recebeu
20 puL do reagente colorimétrico AlamarBlue (resazurina), que apresenta coloragdo azul. Em
seguida, a microplaca foi retornada a incubadora sob as mesmas condigdes previamente
descritas. Aguardou-se de 4 a 6 horas até que o controle negativo apresentasse uma mudanca
na colora¢do para um tom rosa intenso, indicando que o reagente colorimétrico havia sido
completamente metabolizado pelas células. Posteriormente, procedeu-se com a leitura da

absorbancia em uma leitora de placas.

As leituras foram realizadas nos comprimentos de onda de 570 nandmetros (nm) e 600
nm, e os valores obtidos foram utilizados para o calculo da viabilidade celular, por meio da

equagdo correspondente.

Com base no trabalho de Bénéré et al. (2007), a viabilidade celular foi determinada

utilizando a seguinte formula:

Oy % A7) — (Oy x A
% Viabilidade Celular — (22 A1) — (01 < A7)

100
(02 % P1) — (01 % P2) |

Onde:

e A representa a absorbancia das células tratadas com DRI-12 a 570 nm;

e A ¢ aabsorbancia das células tratadas com DRI -12 a 600 nm;

e O ¢ o coeficiente de extingdo molar (E) de AlamarBlue oxidado a 570 nm, previamente

determinado em 117,216;



e (2 ¢ o coeficiente de extingdo molar (E) de AlamarBlue oxidado a 600 nm, previamente

determinado em 80,586;

e P; corresponde a absorbancia do controle negativo a 570 nm,;

e P> ¢ aabsorbancia do controle negativo a 600 nm.

3.3.1.  Indice de seletividade (IS)

Para confirmar e avaliar a seletividade do metalocomplexo em relagdao as células
tumorais, foi preciso calcular o indice de seletividade (IS). Esse indice ¢ obtido pela razao entre
as concentragdes necessarias para reduzir em 50% a viabilidade celular (ICso) tanto na linhagem

tumoral quanto na ndo tumoral.

A seletividade do composto foi determinada utilizando a férmula abaixo:

__ IC5p linhagem nio tumoral

IS

IC55 linhagem tumoral

Segundo Badisa et al. (2009), quando o indice de seletividade (IS) € igual ou superior
a 2, o composto demonstra maior afinidade pelas linhagens tumorais, sendo capaz de eliminar
até o dobro de células cancerigenas em comparagao com as células saudaveis, sendo, portanto,

considerado promissor.

3.4. Piloto do Ensaio de Docking Molecular

Com o avanco dos programas computacionais ¢ bancos de dados, a modelagem
molecular se tornou uma ferramenta indispensavel no planejamento e no desenvolvimento de
novos farmacos (Salmaso; Moro, 2018), utilizando quimica computacional e técnicas graficas,

ela fornece representacdes tridimensionais que facilitam a analise das estruturas e propriedades
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das moléculas, reduzindo tempo e custos no processo de pesquisa (Pinzi; Rastelli, 2019). Com
isso, ao aplicar técnicas como docking molecular e triagem virtual, ¢ possivel direcionar a
sintese de novos complexos, otimizar o design de ligantes e desenvolver compostos mais

eficientes para alvos terapéuticos especificos (Tarzia; Jelfs, 2022).

Em colabora¢do com os doutorandos Ricardo Campos Lino e Pedro Henrique Alves
Machado, foi desenvolvido um ensaio piloto de docking molecular com o objetivo de identificar
interagdo entre o complexo metalico de Cobre (II) ¢ uma molécula de DNA humano. Este
estudo preliminar teve como objetivo fornecer uma base para a realizacdo do experimento
subsequente (Ensaio Cometa), no qual a interacdo investigada serviria como um
direcionamento valioso e um indicativo positivo para aprofundar as andlises e validar os

resultados esperados.

Para o desenvolvimento do projeto piloto, o complexo metalico de Cobre (II), DRI-
12, foi modelado utilizando o software Avogadro (versao 1.1.1). A otimizagdo estrutural foi
realizada com a ferramenta Extensions, com o objetivo de obter uma geometria aprimorada
utilizando o campo de forca UFF (Universal Force Field). Em seguida, foi realizado um
processo de preparacdo do metalocomplexo no software AutoDock (versao 1.5.7), com o qual
foram removidas as moléculas de agua indesejadas, e apenas hidrogénios polares e a carga de

Gasteiger foram adicionados.

Na sequéncia, foi realizado o estudo de docking molecular da espécie metalica DRI-
12 com macromoléculas de DNA, também utilizando o AutoDock (versao 1.5.7). A estrutura
cristalina do DNA (126D), contendo a sequéncia CATGGCCATG, foi obtida do Protein Data
Bank (www.rcsb.org). As moléculas de dgua presentes ao redor da estrutura do DNA foram
removidas, e hidrogénios polares, junto com as cargas de Kollman, foram incorporados a

estrutura.
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Para a analise do estado de ligagdo, foi definida uma caixa de varredura (grid box) com
dimensdes de 62x58x96, com a qual o DNA foi estudado, considerando-se toda a superficie da
biomolécula na busca simultanea de sitios de ligacdo e possiveis conformagdes. Os calculos de
interacdo entre o ligante e o receptor foram realizados utilizando algoritmos genéticos
“lamarkianos”. Por fim, o programa Discovery Studio Visualizer (Biovia, 2021) foi utilizado

para gerar as imagens que ilustram as intera¢des entre 0 DNA e o metalocomplexo DRI-12.

3.5. Ensaio Cometa (SCGE)

O ensaio Cometa, também conhecido como eletroforese de gel de célula unica (SCGE,
do inglés, Single Cell Gel Eletrophoresis), foi desenvolvido pela primeira vez em 1984 por
Ostling e Johanson, fornecendo abordagens quantitativas para avaliar a extensao dos danos
causados por determinados tratamentos no DNA de uma célula in vitro. Assim, para verificar
se o complexo a base de cobre (II), DRI-12, possui a capacidade de gerar degradacdao do
material genético, foi realizado um estudo baseado no trabalho de Arruda et al. (2022), com

algumas modificagoes.

As células da linhagem tumorigénica PC-3 foram cultivadas em meio RPMI-1640
completo e, em seguida, distribuidas em placas de 6 pogos, com 2 x 10° células por pogo. Apds
3 horas, as culturas foram tratadas com trés concentragdes do metalocomplexo DRI-12 —
[ICs0/2] = 2,5 uM, [ICs0] =5 uM e [2xICso] = 10 uM — controle negativo (somente meio de
cultura) e controle positivo (Cisplatina a 200 uM), todos em triplicata. As placas foram entao

mantidas em incubadora a 37°C, com 5% de COx.

Apo6s 24 horas de tratamento, o sobrenadante foi removido e armazenado, € 0s pocos
foram lavados com 500 pL de tampdo salino-fosfato (PBS). Em seguida, cada pogo foi tratado
com 500 pL de tripsina por 6 minutos. A tripsina foi inativada utilizando o sobrenadante

armazenado de cada pogo, acrescido do meio completo, na intengdo de preservar a maior
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quantidade possivel de células. O conteudo de cada poco foi entdo transferido para microtubos
e centrifugado por 10 minutos a 1000 rotagdes por minuto (RPM). A seguir, o sobrenadante foi

descartado e o pellet celular ressuspendido em soro fetal bovino (SFB) inativado e filtrado.

Em seguida, adicionaram-se 450 uL. da suspensdo celular, composta por 150 pL de
células (pellet ressuspendido em SFB) e 300 uL. de agarose Low Melting Point, sobre laminas
previamente preparadas com uma camada de agarose Normal Melting, de forma linear e
utilizando ponteiras autoclavadas. Apos a aplicagdo, uma laminula foi colocada sobre a solu¢ao
para espalha-la uniformemente. As laminas foram entdo armazenadas em ambiente refrigerado
por 40 minutos, até que o material se solidificasse. Apos a solidificagdo, as laminulas foram
cuidadosamente removidas para evitar a retirada do conteudo celular, ¢ as laminas

permaneceram imersas em solugdo de lise por 24 horas.

Apos este periodo, as laminas foram posicionadas em uma cuba de eletroforese
horizontal, e o tampao de eletroforese foi cuidadosamente vertido até cobrir completamente as
laminas. As quais, foram incubadas em ambiente refrigerado por 30 minutos antes do inicio da
corrida de eletroforese, permitindo a desnaturacdo do DNA em meio alcalino. Apos esse tempo,
o tampao restante foi adicionado, e a corrida de eletroforese foi realizada por 25 minutos, a 25

volts (V) e 300 miliamperes (mA).

Apo6s a corrida, as laminas passaram pelo processo de neutralizagdo, onde foram
submetidas a um tampdo especifico durante 5 minutos, com o processo sendo repetido mais
duas vezes. Em seguida, as laminas foram secas em posi¢do inclinada, fixadas com élcool

etilico absoluto (100%) por 5 minutos e, entdo, armazenadas em refrigerador.

Para a andlise, as laminas foram coradas com 25 pL. de brometo de etidio e cobertas
com uma laminula. Em seguida, foram imediatamente examinadas em um microscopio de

fluorescéncia invertido Evos (Thermo Fisher Scientific®, Massachusetts, EUA), equipado com
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filtro PE (absor¢do a 521 nm e emissdo a 602 nm). A contagem das células foi feita de forma
aleatoria, considerando 50 células por lamina, totalizando a captura de 100 células por

concentracgdo analisada, conforme recomendado na literatura.

3.6. Analises estatisticas

A determinacdo do valor de ICso (concentragdo que inibe 50% do crescimento celular)
foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla,
Califérnia, EUA), por meio de uma regressao nao linear. Nesse processo, a viabilidade celular
foi expressa como uma fun¢ao logaritmica de base 10 das concentragdes testadas, considerando

um intervalo de confianga de 95% (p < 0,05).

As imagens do ensaio Cometa (SCGE) capturadas pelo microscopio de fluorescéncia
Evos foram examinadas utilizando o software Comet Score, versao 2.0, ¢ os dados gerados
foram analisados através do programa GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla,

Califérnia, EUA) utilizando anélise de variancia One-way (ANOVA).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Citotoxicidade do complexo DRI-12 pelo ensaio colorimétrico AlamarBlue

(resazurina): ICso e indice de seletividade (IS)

Os resultados de citotoxicidade foram obtidos por meio do ensaio colorimétrico de
redugdo da resazurina a resorufina nas linhagens humanas prostaticas PC-3 (tumorigénica) e
PNT-2 (ndo tumoral). A Figura 1 (A e B) ilustra o gradiente de cores na placa de 96 pocos
utilizada no experimento, em que a coloragdo azul/roxa indica menor metabolismo da
resazurina, refletindo baixa viabilidade celular, enquanto a coloracdo rosa evidencia maior

reducdo da resazurina a resorufina, indicando maior viabilidade celular.
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Figura 1. Representacgdo ilustrativa do gradiente de cores no ensaio colorimétrico de citotoxicidade. A)

Microplaca de 96 pocos imediatamente apds a adigdo do reagente colorimétrico resazurina, referente a linhagem
PNT-2. B) Microplaca de 96 pocos ap6s o tempo de redugdo do reagente colorimétrico resazurina a resorufina,

referente a linhagem PNT-2. (Fonte: autoria propria)

A citotoxicidade refere-se a capacidade de um composto de causar danos ou morte
celular. Em 1977, Nardone a caracterizou como um conjunto de alteracdes que comprometem
a homeostase celular, afetando a adaptacdo, metabolismo, replicagdo e sobrevivéncia das
c€lulas. Essa definicdo ¢ fundamental para entender como agentes quimicos ou biologicos
podem interferir na viabilidade celular. Nesse contexto, o ICso, ou concentragdo inibitoria
média, ¢ amplamente utilizado para quantificar essa interferéncia, representando a concentragao
necessaria de um composto para reduzir em 50% a viabilidade ou atividade de uma populagao

celular em relagdo a um controle nao tratado.

Ap0s a leitura das placas no espectrofotometro e aplicagdo dos calculos de viabilidade
celular, foi gerado um gréfico sigmoidal utilizando o software GraphPad Prism 8, o qual
representa a curva de dose-resposta inibitoria. A partir dessa curva, foi possivel determinar a
concentragdo necessaria do metalocomplexo DRI-12 para reduzir a viabilidade celular em 50%

(ICs0), conforme ilustrado nas Figuras 2 e 3.
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Figura 2. Curva de dose-resposta sigmoidal e representagdo do IC