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RESUMO 

O estudo aborda o potencial antitumoral do metalocomplexo de cobre (II) DRI-12 em células de 

câncer de próstata (PC-3), comparando seu efeito com células saudáveis (PNT-2). O DRI-12 

apresentou atividade citotóxica significativa in vitro, com valores de IC50 de 4,543 µM para células 

tumorais e 5,414 µM para células não tumorais, demonstrando baixa seletividade (IS = 1,19). 

Ensaios de viabilidade celular com AlamarBlue destacaram sua capacidade de inibir o crescimento 

celular, enquanto estudos de interação molecular indicaram uma afinidade específica com o DNA, 

sugerindo um possível mecanismo de ação antitumoral relevante. O ensaio Cometa corroborou a 

genotoxicidade do composto, com danos ao DNA detectáveis em todos os parâmetros avaliados 

e proporcionais à dose aplicada. Apesar de apresentar seletividade limitada, os resultados 

demonstraram que o DRI-12 possui alta capacidade de induzir danos às células tumorais e de 

bloquear vias críticas para sua sobrevivência. Esses achados reforçam o potencial do DRI-12 como 

alternativa promissora em terapias contra o câncer de próstata, podendo ser otimizado para aprimorar 

sua eficácia e especificidade tumoral, com base nos resultados robustos de citogenotoxicidade e 

interação molecular obtidos. 

Palavras-chave: Metalocomplexo de Cobre (II); potencial antitumoral; câncer de próstata. 

 

  



 

 

 

 

SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO .................................................................................................................. 1 

1.1. Panorama do câncer e o câncer de próstata .................................................................. 1 

1.2. Quimioterapia e quimioterápicos ................................................................................. 4 

1.3. Complexos metálicos e o cobre (Cu) ........................................................................... 5 

2. OBJETIVO GERAL ........................................................................................................... 7 

2.1. Objetivos específicos ................................................................................................... 7 

3. METODOLOGIA ............................................................................................................... 7 

3.1. Síntese do metalocomplexo de cobre (II) DRI-12 ....................................................... 7 

3.2. Manutenção das linhagens celulares in vitro ............................................................... 8 

3.3. Ensaio de citotoxicidade por redução da resazurina (AlamarBlue) ............................. 8 

3.3.1. Índice de seletividade (IS) .......................................................................................... 10 

3.4. Piloto do Ensaio de Docking Molecular .................................................................... 10 

3.5. Ensaio Cometa (SCGE) ............................................................................................. 12 

3.6. Análises estatísticas .................................................................................................... 14 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO ...................................................................................... 14 

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

(resazurina): IC50 e índice de seletividade (IS) ........................................................................ 14 

4.2. Projeto piloto do Ensaio de Docking molecular ......................................................... 20 

4.3. Atividade genotóxica do metalocomplexo DRI-12 por Ensaio Cometa .................... 23 

5. CONCLUSÃO .................................................................................................................. 33 

6. REFERÊNCIAS ................................................................................................................ 35 

 



 

 

   

 

1. INTRODUÇÃO 

1.1. Panorama do câncer e o câncer de próstata 

Atualmente, o termo "câncer" engloba mais de uma centena de doenças distintas, todas 

caracterizadas pelo crescimento desordenado de células, as quais têm a tendência de invadir 

tecidos e órgãos vizinhos (INCA, 2022c). A raiz do câncer está relacionada a modificações na 

estrutura genética (DNA) das células, denominadas mutações. Cada célula saudável opera com 

instruções precisas sobre seu crescimento, divisão, período funcional e morte (INCA, 2022a). 

Além de um equilíbrio essencial entre a quantidade de células que passam por processos de 

morte (seja por morte celular programada, doenças ou lesões) e a taxa de reprodução celular, 

responsável pela renovação dos tecidos (Prado, 2014). A presença de quaisquer irregularidades 

nessas instruções, 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 divisão celular e a 

capacidade de seguir o ciclo natural de morte programada, o que resulta em proliferação 

contínua e, consequentemente, na formação de tumores, geralmente identificados apenas 

quando já apresentam milhões de células. A segunda característica, mais preocupante, é a 

capacidade da célula cancerosa de invadir tecidos próximos e se disseminar para outras regiões 

do organismo, fenômeno conhecido como metástase. Quando uma única célula cancerosa 

alcança um órgão propício, passa a expressar proteínas que facilitam sua invasão e aderência 

aos novos tecidos. Paralelamente, o tumor em desenvolvimento libera sinais químicos que 

estimulam a formação de vasos sanguíneos, assegurando o suprimento necessário para sua 

progressão (Prado, 2014). 
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Tumores, caracterizados por grandes aglomerados de células, são divididos em duas 

categorias com base nas características celulares apresentadas. Um tumor maligno (câncer), é 

identificado pela disposição desordenada de células anormais que invadem órgãos e tecidos 

adjacentes, perdendo a semelhança com o tecido de origem. Esses tumores frequentemente 

expressam o gene da telomerase, evitando o encurtamento das extremidades dos cromossomos 

após cada replicação do DNA, o que permite que se dividam continuamente. Em contrapartida, 

um tumor benigno é uma massa de células localizada no tecido ou órgão original, que mantem 

semelhança com o tecido de origem. Embora os tumores benignos não sejam considerados 

cânceres, a remoção pode ser necessária se afetarem órgãos importantes, como o cérebro 

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

O câncer representa um desafio significativo para a saúde global, sendo uma das 

principais causas de óbito e um obstáculo para o aumento da expectativa de vida em escala 

mundial. Em muitos países, essa doença é identificada como a principal ou segunda mais 

comum causa de morte prematura antes dos 70 anos (INCA, 2022b). Conforme indicado no 

relatório informativo de 2020 da Organização Pan-americana de Saúde, o câncer assumiu a 

posição de segunda principal causa de óbitos em todo o mundo, resultando em 9,6 milhões de 

mortes no ano de 2018.  

As estimativas sobre o impacto do câncer 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 milhões de novos casos da doença no cenário 

internacional. Em projeções mais recentes da IARC para o ano de 2040, espera-se um aumento 

significativo, com a previsão de 30,2 milhões de novos casos. Esses dados indicam um cenário 

desafiador e a crescente necessidade de estratégias eficazes no combate ao câncer. 
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A próstata é uma glândula do sistema reprodutor masculino localizada à frente do reto, 

abaixo da bexiga e envolvendo a porção inicial da uretra. Ela desempenha papel fundamental 

na produção de um fluido que integra o sêmen, fornecendo nutrientes e proteção aos 

espermatozoides, sendo, portanto, essencial para a função reprodutiva. (INCA, 2019b). Seu 

crescimento anormal caracteriza o chamado câncer de próstata (CP). Uma vez que os diferentes 

tipos de câncer estão associados aos diferentes tipos de células do corpo, tumores malignos que 

têm origem nas células glandulares, como a próstata, são denominados adenocarcinomas, e 

apresentam uma propensão significativa à invasão de tecidos adjacentes (Bacelar et al, 2015; 

Prado, 2014) 

O câncer de próstata (CP), em sua fase inicial, se desenvolve de maneira silenciosa, 

sem a manifestação evidente de sintomas. Em muitos casos, pode se assemelhar ao crescimento 

benigno da próstata, caracterizado por dificuldade em urinar e aumento da frequência urinária. 

À medida que progride para estágios mais avançados, pode apresentar sintomas como dor óssea, 

complicações urinárias e, em situações mais graves, infecção generalizada ou insuficiência 

renal. Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do câncer de próstata (CP) estão 

relacionados à presença da testosterona e ao avanço da idade, uma vez que tanto a incidência 

quanto a mortalidade da doença aumentam de forma significativa em homens com mais de 50 

anos (INCA, 2023a). 

A detecção precoce e o tratamento apropriado podem resultar em altas chances de cura 

para muitos tipos de câncer (OPAS, 2020). O tratamento oncológico engloba diversas 

abordagens, incluindo cirurgia, radioterapia, quimioterapia, imunoterapia, hormonioterapia e 

terapia alvo, sendo raras as situações em que neoplasias malignas são abordadas por meio de 

uma única modalidade terapêutica. (Silva et al, 2017; INCA, 2019a). Para optar pelo tratamento 

adequado contra o câncer de próstata, faz-se necessário considerar a idade do paciente, suas 
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comorbidades, o tamanho da próstata, o estágio do tumor e a extensão do comprometimento do 

organismo (Bacelar et al, 2015), de forma a se concentrar não apenas no controle oncológico, 

mas também na preservação da qualidade de vida do paciente (Damião, 2015). 

Conforme registrado no livro "Estimativa 2023: Incidência de câncer no Brasil" do 

Instituto Nacional de Câncer, o câncer de próstata é globalmente classificado como a quarta 

posição em frequência de casos de câncer, representando 7,3% do total. No ano de 2020, a 

estimativa foi de 1,4 milhão de novos casos de câncer de próstata, correspondendo a 15,2% de 

todas as incidências de câncer em homens. Em relação à mortalidade no Brasil, foram 

registrados 15.841 óbitos decorrentes de CP no mesmo período. 

1.2. Quimioterapia e quimioterápicos 

A quimioterapia é uma das principais alternativas para a cura, controle e alívio dos 

sintomas no tratamento do câncer (Sawada et al, 2009). A aplicação da quimioterapia pode 

ocorrer por diferentes vias, dentre elas estão: via oral, intravenosa, intramuscular, subcutânea, 

intratecal e tópica. Esse método utiliza medicamentos que se misturam ao sangue e se 

distribuem por todo o organismo, alcançando diferentes regiões e atuando sobre as células 

cancerosas responsáveis pela formação do tumor, com o objetivo de impedir seu crescimento e 

disseminação (INCA, 2023b). 

Os quimioterápicos, também conhecidos como antineoplásicos, são drogas citotóxicas 

que influenciam o ciclo celular de diversas maneiras, como na duplicação do DNA ou na 

separação 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 saudáveis, especialmente aqueles com alta taxa 

de renovação celular, resultando em efeitos adversos frequentes e intensos. (Iuchno; Carvalho, 

2019; Tavares et al, 2019). Ademais, a quimiorresistência releva-se outro obstáculo no 
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tratamento de neoplasias, uma vez que limita a eficácia da quimioterapia podendo levar ao 

fracasso do tratamento. Os tumores podem demonstrar resistência intrínseca prévia à 

quimioterapia, ou essa resistência pode ser desenvolvida durante o tratamento em tumores 

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

Os dados alarmantes aqui destacados, evidenciam o desafio significativo que o câncer 

representa para a saúde pública e reforçam a necessidade crescente do desenvolvimento de 

estratégias terapêuticas eficazes. Dessa forma, a descoberta de novos fármacos torna-se 

essencial, seja para serem empregados em conjunto com os tratamentos convencionais — 

reduzindo efeitos adversos —, seja como abordagens inovadoras de terapia sistêmica, com o 

objetivo de melhorar a qualidade de vida dos milhões de indivíduos impactados por essa doença 

devastadora. 

1.3. Complexos metálicos e o cobre (Cu) 

A descoberta da cisplatina por Barnett Rosenberg, na década de 1960, representou um 

marco na utilização de compostos metálicos no tratamento do câncer. Esse achado estabeleceu 

as bases para a era contemporânea dos fármacos anticancerígenos à base de metais e 

impulsionou de forma significativa as pesquisas nesse campo. Desde então, muitos compostos 

a base de platina foram sintetizados e (Ndagi; Mhlongo; Soliman, 2017), apesar da eficácia no 

tratamento de diversos tipos de tumores, um desafio significativo ainda reside nos efeitos 

colaterais intensos e na resistência das células tumorais a estes medicamentos. A busca por 

superar tais problemas impulsiona, assim, o desenvolvimento de medicamentos com maior 

compatibilidade biológica (Cross et al, 2018). 

O crescente interesse no potencial terapêutico dos metalocomplexos na terapia do 

câncer decorre, principalmente, das propriedades únicas dos metais. Essas características 

permitem o desenvolvimento de complexos metálicos capazes de se ligar seletivamente a alvos 
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biomoleculares, favorecendo a entrega direcionada da droga às células cancerosas e 

contribuindo para superar um dos principais obstáculos farmacocinéticos no tratamento (Ndagi; 

Mhlongo; Soliman, 2017). Nesse cenário, os complexos metálicos à base de cobre (Cu) têm 

atraído atenção não apenas pela ampla gama de atividades farmacológicas — incluindo 

propriedades antibacterianas, antifúngicas, antivirais, anti-biofilmes e anti-inflamatórias (Cross 

et al., 2018) —, mas também por apresentarem menor toxicidade em comparação a outros 

metais, visto que o cobre é um elemento naturalmente presente no organismo humano (Pravin 

et al., 2017). 

Nesse contexto, diversos protótipos de metalofármacos que contêm cobre têm sido 

estudados como possíveis agentes antineoplásicos (Pravin et al, 2017). Ao serem contrastados 

com os complexos à base de platina, aqueles que contêm cobre em sua formulação tendem a 

provocar menor resistência das células tumorais ao tratamento, apresentar efeitos colaterais 

mais moderados no organismo e a proporcionar maior abrangência em sua atividade 

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

Embora o perfil farmacocinético da maioria desses medicamentos ainda não tenha sido 

totalmente elucidado em seres humanos, há uma expectativa otimista. O desenvolvimento de 

compostos à base de metal, direcionados seletivamente às células cancerígenas, representa uma 

notável inovação nessa área de pesquisa (Ndagi; Mhlongo; Soliman, 2017), oferecendo 

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

Sendo assim, o presente estudo visa analisar, in vitro, o potencial antitumoral contra a 

linhagem de células humanas do câncer de próstata (PC-3) de um novo metalocomplexo de 

cobre ([Cu(4-FH)(phen)(ClO4)2]), denominado DRI-12, formado a partir da associação de 

aceto-hidrazida, perclorato e 1,10 fenantrolina ao cobre (II) e sintetizado no Instituto de 

Química da Universidade Federal de Uberlândia, em Uberlândia/MG. A escolha desse 
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metalocomplexo se deu partindo da hipótese de que devido às propriedades farmacológicas e 

antitumorais dos metais essenciais, como o cobre, o DRI-12 apresenta um potencial promissor 

no combate a células cancerígenas.  

2. OBJETIVO GERAL 

O presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial antitumoral in vitro do 

metalocomplexo DRI-12 em linhagens celulares prostáticas tumorigênicas (PC-3) e não 

tumorigênicas (PNT-2) bem como verificar seu efeito genotóxico. 

2.1. Objetivos específicos 

• Avaliar a atividade citotóxica in vitro do DRI-12 em ambas as linhagens prostáticas 

e analisar seu efeito inibitório sobre a proliferação celular; 

• Determinar a concentração inibitória de 50% da viabilidade celular (IC50) in vitro 

para as duas linhagens; 

• Calcular o Índice de Seletividade (IS) do complexo e discutir suas implicações 

terapêuticas; 

• Investigar a interação do metalocomplexo DRI-12 com o DNA por meio de 

ferramentas in sílico; 

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

3. METODOLOGIA 

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

Para a obtenção do complexo DRI-12, caracterizado pela associação do Cobre (II) a 

4-ácido fluorofenoxiacético Hidrazida e 1,10-fenantrolina, analisado neste estudo, a equipe do 

Laboratório de Síntese de Candidatos a Fármacos (LasFar) da Universidade Federal de 
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Uberlândia preparou a reação de Cu (ClO4)26H2O (0.09 gramas (g), 0.25 micro mols (µM) em 

conjunto com 0.25 µM de hidrazida diluídas em metanol. A solução foi submetida a agitação 

por 2 horas, seguida pela adição de um ligante heterocíclico (0,25 µM) doador de N,N, 

anteriormente dissolvido em metanol. Após um período de 48 horas, o composto foi filtrado, 

lavado com metanol e seco por redução de pressão (Paixão et al, 2017). 

3.2. Manutenção das linhagens celulares in vitro 

As linhagens utilizadas para o presente estudo consistem em células humanas 

prostáticas tumorais (PC-3) e não 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 antibiótico, sendo 

estes penicilina e estreptomicina (Sigma Chemical Co. ®, St. Louis, USA). As células foram 

mantidas em incubadora a uma temperatura de 37°C e concentração de CO2 em 5%, seguindo 

as instruções dos fabricantes. 

3.3. Ensaio de citotoxicidade por redução da resazurina 

O ensaio de viabilidade celular foi realizado por meio da redução da resazurina, que, 

ao atravessar as membranas de células viáveis com metabolismo ativo, é convertida em 

resorufina pelas desidrogenases mitocondriais (Riss et al., 2016). O objetivo foi avaliar a 

capacidade citotóxica do complexo metálico de cobre (II) DRI-12. Para isso, cada linhagem 

celular foi cultivada separadamente em quadruplicatas de 100 microlitros (μL) de meio de 

cultura RPMI-1640, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de antibiótico 

(meio completo), em microplacas estéreis de 96 poços, de modo que cada poço continha 2 x 

10⁴ células. Após a aderência das células à placa, o composto metálico DRI-12 foi diluído de 
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forma seriada, adicionado aos poços e testado nas células em concentrações variando de 1 a 

100 µM.  

Na sequência, a microplaca foi armazenada em uma incubadora de CO2 (5%) a 37 ºC 

por aproximadamente 21 horas. Ao fim dessa etapa de tratamento, cada poço da placa recebeu 

20 µL do reagente colorimétrico AlamarBlue (resazurina), que apresenta coloração azul. Em 

seguida, a microplaca foi retornada à incubadora sob as mesmas condições previamente 

descritas. Aguardou-se de 4 a 6 horas até que o controle negativo apresentasse uma mudança 

na coloração para um tom rosa intenso, indicando que o reagente colorimétrico havia sido 

completamente metabolizado pelas células. Posteriormente, procedeu-se com a leitura da 

absorbância em uma leitora de placas. 

As leituras foram realizadas nos comprimentos de onda de 570 nanômetros (nm) e 600 

nm, e os valores obtidos foram utilizados para o cálculo da viabilidade celular, por meio da 

equação correspondente.  

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

utilizando a seguinte fórmula: 

 

 Onde: 

• A1 representa a absorbância das células tratadas com DRI-12 a 570 nm; 

• A2 é a absorbância das células tratadas com DRI -12 a 600 nm; 

• O1 é o coeficiente de extinção molar (E) de AlamarBlue oxidado a 570 nm, previamente 

determinado em 117,216; 
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• O2 é o coeficiente de extinção molar (E) de AlamarBlue oxidado a 600 nm, previamente 

determinado em 80,586; 

• P1 corresponde à absorbância do controle negativo a 570 nm; 

• P2 é a absorbância do controle negativo a 600 nm. 

3.3.1. Índice de seletividade (IS) 

Para confirmar e avaliar a seletividade do metalocomplexo em relação às células 

tumorais, foi preciso calcular o índice de seletividade (IS). Esse índice é obtido pela razão entre 

as concentrações necessárias para reduzir em 50% a viabilidade celular (IC50) tanto na linhagem 

tumoral quanto na não tumoral. 

A seletividade do composto foi determinada utilizando a fórmula abaixo: 

 

Segundo Badisa et al. (2009), quando o índice de seletividade (IS) é igual ou superior 

a 2, o composto demonstra maior afinidade pelas linhagens tumorais, sendo capaz de eliminar 

até o dobro de células cancerígenas em comparação com as células saudáveis, sendo, portanto, 

considerado promissor. 

3.4. Piloto do Ensaio de Docking Molecular 

Com o avanço dos programas computacionais e bancos de dados, a modelagem 

molecular se tornou uma ferramenta indispensável no planejamento e no desenvolvimento de 

novos fármacos (Salmaso; Moro, 2018), utilizando química computacional e técnicas gráficas, 

ela fornece representações tridimensionais que facilitam a análise 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, é possível direcionar a 

síntese de novos complexos, otimizar o design de ligantes e desenvolver compostos mais 

eficientes para alvos terapêuticos específicos (Tarzia; Jelfs, 2022). 

Em colaboração com os doutorandos Ricardo Campos Lino e Pedro Henrique Alves 

Machado, foi desenvolvido um ensaio piloto de docking molecular com o objetivo de identificar 

interação entre o complexo metálico de Cobre (II) e uma molécula de DNA humano. Este 

estudo preliminar teve como objetivo fornecer uma base para a realização do experimento 

subsequente (Ensaio Cometa), no qual a interação investigada serviria como um 

direcionamento valioso e um indicativo positivo para aprofundar as análises e validar os 

resultados esperados. 

Para o desenvolvimento do projeto piloto, o complexo metálico de Cobre (II), DRI-

12, foi modelado utilizando o software Avogadro (versão 1.1.1). A otimização estrutural foi 

realizada com a ferramenta Extensions, com o objetivo de obter uma geometria aprimorada 

utilizando o campo de força UFF (Universal Force Field). Em seguida, foi realizado um 

processo de preparação do metalocomplexo no software AutoDock (versão 1.5.7), com o qual 

foram removidas as moléculas de água indesejadas, e apenas hidrogênios polares e a carga de 

Gasteiger foram adicionados. 

Na sequência, foi realizado o estudo de docking molecular da espécie metálica DRI-

12 com macromoléculas de DNA, também utilizando o AutoDock (versão 1.5.7). A estrutura 

cristalina do DNA (126D), contendo a sequência CATGGCCATG, foi obtida do Protein Data 

Bank (www.rcsb.org). As moléculas de água presentes ao redor da estrutura do DNA foram 

removidas, e hidrogênios polares, junto com as cargas de Kollman, foram incorporados à 

estrutura. 
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Para a análise do estado de ligação, foi definida uma caixa de varredura (grid box) com 

dimensões de 62x58x96, com a qual o DNA foi estudado, considerando-se toda a superfície da 

biomolécula na busca simultânea de sítios de ligação e possíveis conformações. Os cálculos de 

interação 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 interações entre o DNA e o metalocomplexo DRI-12. 

3.5. Ensaio Cometa (SCGE)  

O ensaio Cometa, também conhecido como eletroforese de gel de célula única (SCGE, 

do inglês, Single Cell Gel Eletrophoresis), foi desenvolvido pela primeira vez em 1984 por 

Ostling e Johanson, fornecendo abordagens quantitativas para avaliar a extensão dos danos 

causados por determinados tratamentos no DNA de uma célula in vitro. Assim, para verificar 

se o complexo à base de cobre (II), DRI-12, possui a capacidade de gerar degradação do 

material genético, foi realizado um estudo baseado no trabalho de Arruda et al. (2022), com 

algumas modificações.  

As células da linhagem tumorigênica PC-3 foram cultivadas em meio RPMI-1640 

completo e, em seguida, distribuídas em placas de 6 poços, com 2 x 105 células por poço. Após 

3 horas, as culturas foram tratadas com três concentrações do metalocomplexo DRI-12 – 

[IC50/2] = 2,5 µM, [IC50] = 5 µM e [2xIC50] = 10 µM – controle negativo (somente meio de 

cultura) e controle positivo (Cisplatina a 200 µM), todos em triplicata. As placas foram então 

mantidas em incubadora a 37°C, com 5% de CO2. 

Após 24 horas de tratamento, o sobrenadante foi removido e armazenado, e os poços 

foram lavados com 500 μL de tampão salino-fosfato (PBS). Em seguida, cada poço foi tratado 

com 500 μL de tripsina por 6 minutos. A tripsina foi inativada utilizando o sobrenadante 

armazenado de cada poço, acrescido do meio completo, na intenção de preservar a maior 
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quantidade possível de células. O conteúdo de cada poço foi então transferido para microtubos 

e centrifugado por 10 minutos a 1000 rotações 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 μL da suspensão celular, composta por 150 μL de 

células (pellet ressuspendido em SFB) e 300 μL de agarose Low Melting Point, sobre lâminas 

previamente preparadas com uma camada de agarose Normal Melting, de forma linear e 

utilizando ponteiras autoclavadas. Após a aplicação, uma lamínula foi colocada sobre a solução 

para espalhá-la uniformemente. As lâminas foram então armazenadas em ambiente refrigerado 

por 40 minutos, até que o material se solidificasse. Após a solidificação, as lamínulas foram 

cuidadosamente removidas para evitar a retirada do conteúdo celular, e as lâminas 

permaneceram imersas em solução de lise por 24 horas. 

Após este período, as lâminas foram posicionadas em uma cuba de eletroforese 

horizontal, e o tampão de eletroforese foi cuidadosamente vertido até cobrir completamente as 

lâminas. As quais, foram incubadas em ambiente refrigerado por 30 minutos antes do início da 

corrida de eletroforese, permitindo a desnaturação do DNA em meio alcalino. Após esse tempo, 

o tampão restante foi adicionado, e a corrida de eletroforese foi realizada por 25 minutos, a 25 

volts (V) e 300 miliamperes (mA). 

Após a corrida, as lâminas passaram pelo processo de neutralização, onde foram 

submetidas a um tampão específico durante 5 minutos, com o processo sendo repetido mais 

duas vezes. Em seguida, as lâminas foram secas em posição inclinada, fixadas com álcool 

etílico absoluto (100%) por 5 minutos e, então, armazenadas em refrigerador.  

Para a análise, as lâminas foram coradas com 25 μL de brometo de etídio e cobertas 

com uma lamínula. Em seguida, foram imediatamente examinadas em um microscópio de 

fluorescência invertido Evos (Thermo Fisher Scientific®, Massachusetts, EUA), equipado com 
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filtro PE (absorção a 521 nm e emissão a 602 nm). A contagem das células foi feita de forma 

aleatória, considerando 50 células por lâmina, totalizando a captura de 100 células por 

concentração analisada, conforme recomendado na literatura. 

3.6. Análises estatísticas 

A determinação do valor de IC50 (concentração que inibe 50% do crescimento celular) 

foi realizada utilizando o programa GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, 

Califórnia, EUA), por meio de uma regressão não linear. Nesse processo, a viabilidade celular 

foi expressa como uma função logarítmica de base 10 das concentrações testadas, considerando 

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

As imagens do ensaio Cometa (SCGE) capturadas pelo microscópio de fluorescência 

Evos foram examinadas utilizando o software Comet Score, versão 2.0, e os dados gerados 

foram analisados através do programa GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, 

Califórnia, EUA) utilizando análise de variância One-way (ANOVA). 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

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

(resazurina): IC50 e índice de seletividade (IS) 

 Os resultados de citotoxicidade foram obtidos por meio do ensaio colorimétrico de 

redução da resazurina a resorufina nas linhagens humanas prostáticas PC-3 (tumorigênica) e 

PNT-2 (não tumoral). A Figura 1 (A e B) ilustra o gradiente de cores na placa de 96 poços 

utilizada no experimento, em que a coloração azul/roxa indica menor metabolismo da 

resazurina, refletindo baixa viabilidade celular, enquanto a coloração rosa evidencia maior 

redução da resazurina a resorufina, indicando maior viabilidade celular.  
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A)                                                                                          B) 

Figura 1. Representação ilustrativa do gradiente de cores no ensaio colorimétrico de citotoxicidade. A) 

Microplaca de 96 poços imediatamente após a adição do reagente colorimétrico resazurina, referente a linhagem 

PNT-2. B) Microplaca de 96 poços após o tempo de redução do reagente colorimétrico resazurina à resorufina, 

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

A citotoxicidade refere-se à capacidade de um composto de causar danos ou morte 

celular. Em 1977, Nardone a caracterizou como um conjunto de alterações que comprometem 

a homeostase celular, afetando a adaptação, metabolismo, replicação e sobrevivência das 

células. Essa definição é fundamental para entender como agentes químicos ou biológicos 

podem interferir na viabilidade celular. Nesse contexto, o IC50, ou concentração inibitória 

média, é amplamente utilizado para quantificar essa interferência, representando a concentração 

necessária de um composto para reduzir em 50% a viabilidade ou atividade de uma população 

celular em relação a um controle não tratado. 

Após a leitura das placas no espectrofotômetro e aplicação dos cálculos de viabilidade 

celular, foi gerado um gráfico sigmoidal utilizando o software GraphPad Prism 8, o qual 

representa a curva de dose-resposta inibitória. A partir dessa curva, foi possível determinar a 

concentração necessária do metalocomplexo DRI-12 para reduzir a viabilidade celular em 50% 

(IC50), conforme ilustrado nas Figuras 2 e 3. 
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Figura 2. Curva de dose-resposta sigmoidal e representação do IC50 após o tratamento das células PNT-

2 com o composto DRI-12. (Fonte: autoria própria) 

 

Figura 3. Curva de dose-resposta sigmoidal e representação do IC50 após o tratamento das células PC-

3 com o composto DRI-12. (Fonte: autoria própria) 

No desenvolvimento de fármacos, a citotoxicidade medida pelo IC50 é essencial para 

avaliar a eficácia e a segurança de novos compostos, comparando diretamente seu impacto 

sobre células normais e tumorais. A compreensão detalhada do IC50 não apenas quantifica o 

IC50 = 5,414 µM 

 

IC50 = 4,543 µM 
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potencial citotóxico de um composto, mas também fornece informações valiosas para a tomada 

de decisões no desenvolvimento de tratamentos e na avaliação de riscos. 

Ao avaliar a citotoxicidade e a capacidade inibitória do composto estudado, os 

resultados observados foram bastante promissores. Embora ainda existam dados limitados 

sobre a concentração inibitória de 50% (IC50) do complexo de Cobre (II) DRI-12 em diversas 

linhagens celulares, devido ao seu recente desenvolvimento em colaboração com nossos 

parceiros. 

Os valores obtidos — 5,414 µM para a linhagem não tumoral (PNT-2) e 4,543 µM 

para a linhagem tumorigênica (PC-3), conforme demonstrado nas Figuras 2 e 3 — evidenciam 

um elevado potencial citotóxico, visto que uma concentração consideravelmente reduzida do 

metalocomplexo foi suficiente para alcançar o efeito desejado. Assim, o composto demonstrou 

forte citotoxicidade, sugerindo uma interação eficaz com as células tratadas e, possivelmente, 

o bloqueio de vias biológicas essenciais para sua sobrevivência e proliferação. 

Com base nos valores de IC50 obtidos, foi calculado o índice de seletividade (IS), que 

resultou em um valor de 1,19. A compreensão desse índice é essencial para avaliar a eficácia e 

a segurança dos possíveis metalofármacos, uma vez que representa a capacidade dos compostos 

de distinguir entre células tumorais e células saudáveis em seu mecanismo de ação. Baseado na 

literatura, é considerado um valor de IS ≥ 2 para indicar alta seletividade de um composto em 

relação às células tumorais (Badisa et al., 2009). Dessa forma, o valor obtido sugere que, 

embora o metalocomplexo DRI-12 apresente algum grau de especificidade, há uma necessidade 

de estratégias para aprimorar seu potencial seletivo. 

A entrega direcionada de fármacos é uma alternativa promissora, podendo envolver o 

uso de sistemas de transporte como nanopartículas, lipossomas ou conjugação com anticorpos, 

que aumentam a concentração do composto especificamente nos tecidos tumorais, reduzindo 
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seus efeitos em células saudáveis. Além disso, modificações estruturais por meio do 

bioisosterismo são frequentemente utilizadas na química medicinal e também podem ser 

exploradas para melhorar as propriedades do complexo, a fim de aumentar sua estabilidade, 

afinidade por alvos tumorais e reduzir interações indesejadas. 

É importante destacar que a interpretação dos índices discutidos acima deve ser sempre 

contextualizada dentro do sistema experimental utilizado, uma vez que diferentes tipos 

celulares podem apresentar sensibilidades e comportamentos variados ao mesmo composto, 

refletindo perfis de citotoxicidade diferenciados (Arruda et al., 2022). Nesse contexto, um 

estudo realizado por Bontempo et al., 2022, avaliou dois diferentes complexos de cobre em 

linhagens prostáticas humanas PC-3 (tumoral) e PNT-2 (não tumoral) ao longo de 24 horas, em 

condições comparáveis às do presente estudo. Uma comparação detalhada dos resultados pode 

ser visualizada na Tabela 1. 

Tabela 1. Tabela comparativa da citotoxicidade in vitro entre dois complexos metálicos de Cobre (II) 

(Bontempo et al., 2022) e o DRI-12 nas linhagens PC-3 e PNT-2. (Fonte: autoria própria) 

 4-FH-Phen-Cu (II) 4-NH-Phen-Cu (II) DRI - 12 

Linhagem PC-3 PNT-2 PC-3 PNT-2 PC-3 PNT-2 

IC50 46,58 µM 24,5 µM 9,63 µM 3,63 µM 4,543 µM 5,414 µM 

IS 0,52 0,52 0,37 0,37 1,19 1,19 

 (Bontempo et al., 2022) (Bontempo et al., 2022)  

 

Os dados destacados na Tabela 1 evidenciam diferenças importantes nos valores de 

IC50 e no índice de seletividade (IS) entre os compostos testados. Comparativamente, o 
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complexo DRI-12 apresentou uma atividade citotóxica significativamente superior em 

concentrações mais baixas, sendo aproximadamente 10,25 vezes mais eficaz que o 4-FH-Phen-

Cu (II) (IC50 de 4,543 µM em comparação a 46,58 µM) e cerca de 2,12 vezes mais eficaz que 

o 4-NH-Phen-Cu (II), com IC50 de 9,63 µM, na redução de 50% da viabilidade celular para a 

mesma linhagem (PC-3). 

Retomando Ndagi, Mhlongo e Soliman (2017), pode-se afirmar que a descoberta da 

cisplatina representou um marco na introdução de quimioterápicos metalocomplexos no 

tratamento do câncer. Sua eficácia no combate a diversos tipos de tumores é amplamente 

documentada na literatura atual, assim como os efeitos adversos associados ao seu uso, que 

impulsionaram a busca e o desenvolvimento de novos medicamentos com maior 

compatibilidade biológica (Cross et al., 2018). 

De acordo com a literatura, em um estudo que avaliou os efeitos citotóxicos de 

diversos complexos metálicos, incluindo a cisplatina, nas linhagens celulares de câncer de 

próstata PC3 e de pulmão A549 (Moraes; Rey, 2016), sob condições também comparáveis às 

do presente trabalho, foi demonstrado que a cisplatina apresentou um valor de IC50 de 

aproximadamente 99,99 µM para a linhagem celular prostática tumoral (Tabela 2). Esse valor 

é cerca de 22 vezes maior do que o IC50 do complexo de cobre (II) DRI-12, corroborando seu 

alto potencial citotóxico evidenciado nesse estudo. 

Tabela 2. Tabela comparativa entre as doses capazes de reduzir 50% da viabilidade celular (IC50) in 

vitro em linhagem prostática tumoral da cisplatina (Moraes; Rey, 2016) e do metalocomplexo de cobre (II) DRI-

12. (Fonte: autoria própria) 

 

 

 



 

 

20 

 

 

Linhagem PC-3 

Complexo Cisplatina DRI-12 

IC50 99,99 µM 4,543 µM 

 (Moraes; Rey, 2016) 

 
 

A diferença observada destaca que, apesar da cisplatina ser uma metalodroga 

amplamente utilizada em tratamentos oncológicos, ela apresenta limitações específicas para 

células PC-3, reforçando a importância de buscar novas alternativas terapêuticas mais eficazes.  

Em suma, é notória a superioridade do complexo metálico DRI-12 em inibir 50% da 

viabilidade celular quando comparado à cisplatina e a outras metalomoléculas de cobre (tabelas 

1 e 2), devido a sua interação mais eficaz e mecanismos de ação mais precisos na indução de 

citotoxicidade. Esse desempenho ressalta seu potencial promissor como candidato a 

quimioterápico em futuros testes terapêuticos, enfatizando a importância e a necessidade de 

investigações contínuas para otimizar sua seletividade e minimizar os efeitos em células 

saudáveis. 

4.2. Piloto do Ensaio de Docking molecular 

O docking molecular é uma ferramenta fundamental para analisar e compreender como 

diferentes moléculas interagem e se ligam, permitindo avaliar a interação entre o composto em 

estudo e outra molécula de interesse. Esse método possibilita verificar a presença de interações 

significativas que possam viabilizar a aplicação prática do composto antes de avançar com 

testes adicionais (Schindler, 2022). Com a determinação da existência e intensidade dessas 
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interações, torna-se viável realizar estudos mais aprofundados para mapear as vias moleculares 

envolvidas e analisar os efeitos resultantes da ligação. 

Os resultados do ensaio piloto de docking molecular entre o complexo metálico DRI-

12 e o DNA humano indicaram uma interação termodinamicamente estável, evidenciada pelo 

valor de energia livre de ligação de -10,21 Kcal/mol. Esse valor sugere uma forte afinidade do 

DRI-12 pelo DNA, já que menores valores de energia correspondem a um melhor encaixe 

molecular (ABDEL-RAHMAN et al., 2018). 

A análise detalhada das interações demonstrou que o complexo DRI-12 tem 

preferência de ligação pelo sulco menor do DNA, onde se conecta a ambas as fitas por meio de 

quatro ligações de hidrogênio com bases nitrogenadas específicas. As interações ocorreram 

com a adenina 8 da cadeia A, mediadas pelo hidrogênio 3 e um oxigênio do complexo, e com 

as guaninas 14 e 15 da cadeia B, através dos hidrogênios 3 e 22 e um segundo oxigênio do 

complexo. As representações gráficas do estudo (Figura 4) destacaram a localização precisa do 

DRI-12 no sulco menor, com esferas transparentes indicando o alcance das interações 

intermoleculares, proporcionando uma visualização clara da interação estabelecida. 

A afinidade do DRI-12 por essa região específica sugere um potencial para afetar o 

DNA de maneira direcionada, podendo induzir alterações estruturais com impacto em 

processos biológicos essenciais, como a replicação e a transcrição. Tal comportamento pode 

estar associado à sua atividade antitumoral, indicando um possível mecanismo de ação que 

poderia ser explorado para o desenvolvimento de terapias antitumorais mais específicas, com o 

objetivo de minimizar danos em células saudáveis. 

O estudo preliminar buscou investigar a possibilidade de interação entre o DRI-12 e 

uma molécula de DNA humano. Os resultados obtidos reforçam o potencial do DRI-12 como 

um agente antitumoral promissor, cuja seletividade e eficácia terapêutica podem ser otimizadas 
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em pesquisas futuras. A confirmação dessa interação com o DNA torna necessária a 

investigação de possíveis efeitos genotóxicos, motivando a realização do estudo de 

genotoxicidade por meio do ensaio Cometa. Esse teste permitirá quantificar e caracterizar a 

extensão dos danos ao DNA causados pelo DRI-12, oferecendo uma análise complementar 

sobre os danos provocados pela interação do metalocomplexo com a molécula-alvo. 

 

Figura 4. Interação entre DRI-12 e DNA (126D). 
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4.3. Atividade genotóxica do metalocomplexo DRI-12 por Ensaio Cometa 

O ensaio Cometa, amplamente utilizado em estudos genotoxicológicos, possibilita a 

determinação, avaliação e quantificação dos danos ao DNA em núcleos celulares individuais, 

com base na migração diferencial de fragmentos de DNA durante um processo de 

microeletroforese (ÖSTILING; JOHANSON, 1984). Após a realização desse processo, as 

células que permanecem sem danos ao DNA mantêm seus núcleos intactos e arredondados. 

Em contrapartida, nas células com quebras simples ou múltiplas no DNA, observa-se 

a migração dos fragmentos do material genético para fora do núcleo, formando uma estrutura 

semelhante a um cometa, cuja cauda é composta pelos fragmentos de DNA e reflete a 

desestruturação nuclear. O comprimento do DNA na cauda do cometa está diretamente 

associado ao nível de dano sofrido pela célula (FAIRBAIRN et al., 1995). 

O estágio final do ensaio Cometa envolve a quantificação da distribuição de DNA 

entre a região da cabeça (núcleo) e a cauda dos cometas, utilizando tanto a classificação visual 

quanto a análise de imagem. A classificação visual consiste em uma avaliação categórica da 

migração do DNA, organizando os cometas em diferentes classes (scores) com base em suas 

formas, conforme descrito por Collins et al. (1995), que propuseram um sistema de classificação 

em cinco níveis de dano, que vai de 0 (sem cauda visível, indicando ausência de dano 

detectável) até 4 (cabeça do cometa pequena, com a maior parte do DNA localizado na cauda) 

e, apesar de ser uma técnica mais subjetiva, apresentou uma excelente correlação com as 

medições obtidas por análise de imagem. Em contraste, a análise de imagem gera dados 

específicos e precisos sobre a migração do DNA, como o comprimento da cauda do cometa, a 

porcentagem de DNA presente na cauda e outros parâmetros, sendo geralmente conduzida com 

o apoio de um software especializado (Møller et al., 2023). 
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No presente trabalho, o ensaio Cometa foi realizado com o objetivo de avaliar os danos 

ao DNA causados pelo composto DRI-12, considerando sua interação com células prostáticas 

humanas PC-3 (tumorigênicas). Essa abordagem permitiu quantificar a genotoxicidade e 

analisar os padrões de lesão ao DNA. As análises de imagem foram realizadas utilizando o 

software Comet Score, versão 2.0, com base nos parâmetros do ensaio Cometa: porcentagem 

de DNA na cauda (% Tail DNA), momento da cauda (tail moment) e comprimento da cauda 

(tail length) (Figura 5), os quais estão diretamente relacionados à extensão do dano ao DNA. O 

comprimento e a porcentagem de DNA na cauda indicam a extensão do dano, enquanto o 

momento da cauda é calculado multiplicando o comprimento da cauda pela porcentagem de 

DNA presente (Stefani et al., 2020). 

   A)                                                                               B)  

     
  C) 
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Figura 5. Análises de imagem com o software Comet Score para avaliação dos danos ao DNA causados 

pelo composto DRI-12 em células PC-3, considerando os controles (positivo e negativo) e as três concentrações 

do tratamento, demonstrados por A) % de DNA na cauda (% Tail DNA); B) momento da cauda (tail moment); e 

C) comprimento da cauda (tail length), de acordo com o ensaio Cometa. Os dados representam a média ± o erro 

padrão, com diferenças significativas em relação ao controle indicadas por asteriscos (ANOVA). Os níveis de 

significância são representados por: * p < 0,05. ** p < 0.01, *** p < 0.001 e **** p < 0.0001. (Fonte: autoria 

própria). 

Comparando os índices analisados no software, observa-se que o controle positivo 

(cisplatina 200 µM) apresentou um alto grau de dano, conforme esperado de um agente 

quimioterápico com forte genotoxicidade, enquanto o controle negativo manteve valores 

significativamente baixos, confirmando a ausência de danos em células não tratadas. Todas as 

concentrações testadas do complexo DRI-12 (2,5 µM, 5 µM e 10 µM) demonstraram danos 

nucleares para os parâmetros avaliados, com valores significativamente superiores ao controle 

negativo e, na maioria dos casos, até mesmo superiores ao controle positivo de cisplatina, 

amplamente utilizado como medicamento. 

Os danos genotóxicos observados em todos os parâmetros avaliados corroboram os 

resultados previamente indicados pelo ensaio de docking molecular, evidenciando a forte 

interação do DRI-12 com o DNA celular. A relação dose-dependente observada sugere que o 

efeito do metalocomplexo pode ser ajustado de acordo com a dose administrada, permitindo 

um controle e uma potencial modulação da sua atividade terapêutica. Contudo, os achados 

também ressaltam a necessidade de desenvolver ou considerar estratégias para minimizar os 

efeitos em células não tumorais, devido à alta atividade genotóxica demonstrada pelo composto. 
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Figura 6. Imagens fotomicrográficas obtidas com microscópio de fluorescência invertido Evos (Thermo 

Fisher Scientific®) representativas do ensaio Cometa realizado para medir o dano ao DNA em células PC-3 

tratadas com: A – Cisplatina 200 µM (controle positivo); B – não tratadas (controle negativo); C – 2,5 µM de DRI-

12 (IC50/2); D – 5,0 µM de DRI-12 (IC50); e E – 10,0 µM de DRI-12 (2xIC50). (Fonte: autoria própria) 
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Figura 7. Representação de alguns cometas obtidos neste estudo após análise de imagem com o 

software Comet Score, ilustrando o gráfico de fluorescência referente aos tratamentos: A) – controle positivo; B) 

– [10,0 µM] de DRI-12; C) e D) – controle negativo; E), F) e H) – [2,5 µM] de DRI-12; G) – [5,0 µM] de DRI-

12. (Fonte: autoria própria) 

No contexto da classificação visual, Møller et al. (2023) aprimorou o sistema de cinco 

níveis de dano já descrito na literatura, fornecendo uma descrição detalhada das características 

que distinguem cada classe (Figura 8), visando orientar e otimizar o processo de classificação 

dos cometas nas diferentes categorias. A discriminação dos cometas em diferentes classes é 

feita conforme descrito a seguir: 

• Classe 0: Não há migração, apresentando um cometa arredondado e simétrico. É 

importante observar a ausência de assimetria, ou seja, a borda da cabeça não se 

mostra irregular na direção de migração do DNA; 
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• Classe 1: Há migração parcial, resultando em um cometa assimétrico. A classificação 

confiável é definida quando a cauda se moveu até metade da distância total do 

cometa;  

• Classe 2: Migração clara, com a cauda se movendo até a distância máxima permitida 

pelas condições de eletroforese (tempo e voltagem); 

• Classe 3: Além da migração até a distância máxima, ocorre um alargamento da cauda 

em direção perpendicular à eletroforese; 

• Classe 4: Apresenta migração máxima e alargamento perpendicular da cauda, com a 

cabeça do cometa frequentemente reduzida em tamanho e menor intensidade 

fluorescente, enquanto a maior parte do DNA permanece na cauda. 

 

Figura 8. Descrição das classes de cometas no sistema de cinco classes segundo Møller et al. (2023). 
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Dessa forma, a classificação visual do Ensaio Cometa no presente estudo está 

representada na Figura 9 e na Tabela 3. Ao sistema de cinco classes anteriormente apresentado 

(0 – 4), foi acrescentada a classe (score) 5, que corresponde a um nível de dano diferenciado, 

descrito na literatura como cometas "ouriços" (hedgehogs), "nuvens" (clouds) ou "células 

fantasma" (ghost cells). Esses cometas são caracterizados por uma cabeça (núcleo) muito 

pequena ou ausente, acompanhada por uma cauda extensa e brilhante, resultado de altos níveis 

de dano ao DNA (Kumaravel et al., 2009; Møller et al., 2023). A inclusão dessa nova classe é 

fundamental, pois oferece um parâmetro adicional para avaliar danos mais severos que 

poderiam ser subestimados pelo sistema tradicional. Cometas "ouriços", por exemplo, indicam 

fragmentação extrema do DNA, frequentemente associada a mecanismos de morte celular, 

como apoptose ou necrose. Portanto, a classificação visual em seis categorias (0 – 5) permite 

uma análise mais abrangente do efeito do DRI-12, correlacionando a intensidade do dano 

genotóxico às diferentes concentrações testadas e possibilitando comparações mais precisas 

com dados obtidos em análises quantitativas. 

 

Figura 9. Representação visual da classificação em Scores (0 – 5) para o ensaio cometa com DRI-12 

na linhagem de células PC-3. (Fonte: autoria própria) 
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Tabela 3. Quantificação dos scores para cada concentração testada no ensaio cometa com o DRI-12 na 

linhagem de células PC-3. Em que: N – não tratadas (controle negativo); P – Cisplatina 200 µM (controle positivo); 

[2,5] – concentração de DRI-12 em µM equivalente ao IC50/2; [5,0] – concentração de DRI-12 em µM equivalente 

ao IC50; e [10,0] – concentração de DRI-12 em µM equivalente a 2x IC50. (Fonte: autoria própria) 

 
Classe 0 Classe 1 Classe 2 Classe 3 Classe 4 Classe 5 TOTAL 

Positivo 0 65 16 17 3 1 102 

Negativo 77 24 0 0 0 0 101 

2,5 µM 8 35 26 13 10 11 103 

5 µM 13 18 26 12 19 14 102 

10 µM 8 19 14 8 18 33 100 

 

 

Figura 10. Distribuição percentual (%) das classes (scores) 0 a 5 para os diferentes tratamentos do 

ensaio Cometa. Os valores percentuais foram calculados com base no total de cada tratamento, evidenciando a 

proporção relativa de cada classe em cada tratamento. (Fonte: autoria própria) 
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Examinando os resultados obtidos com a análise e a classificação visual, foi possível 

constatar que o controle negativo apresentou predominância de células na classe 0. O que indica 

ausência ou mínima migração do DNA e confirma a integridade das células não tratadas, 

servindo como uma referência crucial para avaliar o impacto dos tratamentos. Em contraste, o 

controle positivo, tratado com cisplatina, exibiu cometas majoritariamente nas classes 3 e 4, 

demonstrando um elevado dano genotóxico, conforme esperado para um agente que causa 

quebras significativas no DNA. 

Da mesma forma, as concentrações de 2,5 µM, 5 µM e 10 µM de DRI-12 evidenciaram 

uma distribuição progressiva do dano ao DNA. O tratamento com 2,5 µM apresentou um 

aumento moderado de cometas nas classes 1, 2 e 3, sugerindo danos detectáveis e significativos, 

porém menos severos. O aumento para 5 µM resultou em uma distribuição mais acentuada para 

classes intermediárias e avançadas, indicando um efeito dose-dependente na indução de lesões 

genômicas. Por fim, a concentração de 10 µM mostrou uma quantidade significativa de cometas 

nas classes 4 e 5, com destaque para os cometas "ouriços", representando danos extremamente 

extensos ao DNA. 

Portanto, a classificação visual do ensaio Cometa apresentou excelente correlação com 

o método de análise de imagem utilizado neste trabalho, e a inclusão da sexta classe contribuiu 

para uma descrição mais precisa dos níveis extremos de dano. Além disso, ao analisar os 

resultados percentuais, foi possível identificar padrões claros, como o efeito dose-resposta do 

DRI-12 em comparação aos controles. O uso dessa abordagem visual, em conjunto com a 

análise de imagem conduzida com o apoio do software Comet Score, mostrou-se fundamental 

para compreender a extensão do dano genotóxico em diferentes condições experimentais, 

contribuindo para a caracterização detalhada dos efeitos induzidos. 
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Neste contexto, um estudo realizado por Machado (2019) com células de mioblasto 

murino (C2C12) utilizou a formação de micronúcleos como indicador genotóxico em 

concentrações de DRI-12 variando de 0,1 µM a 2 µM, revelando uma alta frequência de 

micronúcleos na concentração mais elevada (2 µM), o que refletiu quebras significativas no 

DNA. Ademais, testes de degradação de DNA realizados por eletroforese em gel com células 

de sarcoma (180), nas concentrações de 1 µM, 4 µM e 20 µM do composto, demonstraram que 

o DRI-12, na concentração de 20 µM, causou degradação significativa do DNA genômico em 

comparação com a cisplatina, utilizada como controle positivo. Esses achados corroboram os 

resultados do presente estudo e se complementam na caracterização da extensão dos danos ao 

DNA, evidenciando um efeito dose-dependente e destacando a complexidade e a multifacetada 

natureza do dano genotóxico induzido pelo complexo metálico de Cobre (II), DRI-12. 

Além disso, no estudo de Serment-Guerrero et al. (2011), o ensaio Cometa foi utilizado 

para avaliar a capacidade genotóxica das metalomoléculas denominadas Casiopeínas em 

células humanas, incluindo linhagens de células HeLa (câncer cervical) e linfócitos de doadores 

saudáveis, tratadas com diferentes concentrações (CasII-gly, CasIII-Ea, CasIII-Ha e CasIII-ia). 

Os resultados mostraram que todas as Casiopeínas testadas induziram danos expressivos ao 

DNA e que as linhagens de células HeLa (células tumorais) mostraram-se mais sensíveis ao 

tratamento com Casiopeínas do que os linfócitos, o que sugere que células tumorais podem ser 

mais suscetíveis a danos causados por esses compostos. Este estudo, portanto, reforça a 

relevância e a aplicabilidade dos resultados encontrados com o DRI-12, mostrando que as 

propriedades genotóxicas observadas em complexos de cobre podem e devem ser exploradas 

para desenvolver novas abordagens terapêuticas com potencial antitumoral significativo. 

Assim, outros diversos complexos metálicos à base de cobre têm sido investigados por 

suas propriedades antitumorais e possível maior eficácia em comparação com os 
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metalofármacos comumente empregados na quimioterapia. Como foi observado em dois 

compostos de Cobre (II) pertencentes à família das Casiopeínas® que já avançaram para a fase 

inicial de estudos clínicos, o que evidencia a relevância da continuação das pesquisas de novos 

compostos metálicos de cobre (II) (Paixão et al., 2017), como o DRI-12. 

5. CONCLUSÃO 

 Os resultados deste estudo destacaram o DRI-12, um metalocomplexo de cobre (II), 

como um potencial agente antitumoral contra o câncer de próstata, evidenciado por sua elevada 

atividade citotóxica in vitro. O composto apresentou valores de IC50 de 5,414 µM para células 

não tumorais (PNT-2) e 4,543 µM para células tumorais (PC-3), demonstrando uma capacidade 

significativa de inibir a viabilidade celular mesmo em concentrações reduzidas. Esses dados 

sugerem uma forte interação do DRI-12 com células tumorais, possivelmente bloqueando vias 

biológicas essenciais para sua sobrevivência, conforme reforçado pela análise de docking 

molecular, que indicou afinidade de ligação com alvos moleculares relevantes para o 

crescimento tumoral. 

 Os resultados do ensaio de genotoxicidade confirmaram que o DRI-12 induz danos ao 

DNA de maneira dose-dependente, evidenciado pelo aumento significativo do momento da 

cauda (tail moment) no ensaio Cometa. Esse comportamento sugere uma potencial clivagem de 

DNA, similar ao observado em outros complexos de cobre com propriedades antitumorais. 

Embora essa capacidade de causar danos genéticos contribua para seu efeito citotóxico, o índice 

de seletividade (IS) de 1,19 indica que o DRI-12 ainda requer melhorias para diferenciar com 

mais precisão entre células tumorais e não tumorais, e aprimorar seu perfil terapêutico. 

 Para otimizar a eficácia terapêutica e reduzir os impactos em células saudáveis, 

estratégias como modificações estruturais e a entrega direcionada devem ser consideradas. A 

comparação com outras classes de complexos metálicos de cobre, como as Casiopeínas, 
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evidencia que o DRI-12 compartilha um mecanismo de ação baseado na interação com o DNA 

e geração de genotoxicidade, com um perfil que pode ser aprimorado para aplicações mais 

seguras e seletivas. Assim, o DRI-12 apresenta-se como uma promissora alternativa terapêutica 

e um forte candidato a protótipo de fármaco quimioterápico, alinhando-se à busca por 

tratamentos menos invasivos e mais eficazes para o câncer de próstata. 
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