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Resumo

A mortalidade associada ao Cancer de Mama (CM) é alarmante, sobretudo diante
das restritas estratégias terapéuticas para os quadros de resisténcia aos farmacos
rotineiramente utilizados. Dentre os mecanismos de resisténcia apresentados pelos
tumores mamarios, alguns possuem forte relacdo a expressdo de receptores de
estrogénio. Nesse contexto, a busca por novos compostos € premente para que
haja, de fato, um aumento na sobrevida global das pacientes. Complexos metalicos
tém se destacado devido a sua versatilidade, eficacia e seletividade e o presente
estudo objetivou avaliar as atividades biologicas de cinco novos protétipos metalicos
de cobre (Cu) e niquel (Ni) em linhagens celulares de CM. Inicialmente, foi predita a
afinidade pelo DNA, destacando-se o Complexo lll. Posteriormente, foi avaliada a
citotoxicidade dos cinco complexos as linhagens MCF10A (n&o tumorigénica), MCF7
(CM luminal) e MDA-MB231 (CM triplo-negativo). O Complexo Il foi seletivo a
linhagem MCF7 apds 48 horas e, por essa razdo, também foi utilizado no tratamento
dessas células resistente ao hormonioterapico Tamoxifeno (MCF7/TAM).
Interessantemente, o Complexo 1l foi ativo nesta linhagem, com IC50 = 0,66uM. Ao
avaliar os mecanismos modulados, observamos que o composto diminuiu 0s
transcritos de ESR1 e AR e aumentou os de ESR2 na linhagem MCF7, com efeito
oposto nas células MCF7/TAM. Em nivel proteico, foi observado um aumento na
expressao de Caspase 3 clivada e uma diminuigdo de Bc/2 na linhagem resistente.
Finalmente, o Complexo Il também aumentou os niveis de Espécies Reativas de
Oxigénio nas células MCF7/TAM. Portanto, o Complexo Ill € um potencial candidato
no controle de células de CM luminal, podendo ser empregado como ferramenta
complementar ao tratamento com Tamoxifeno €, em caso de resisténcia terapéutica,
induz a apoptose das células tumorais, o que 0 torna potencialmente promissor.
Estudos adicionais sdo necessarios para aprofundar a compreenséo acerca de seus
mecanismos de acao, principalmente em modelos animais.

Palavras-Chave: Cancer de Mama. Citotoxicidade. Cobre. Complexos Metalicos.
Niquel. Receptores de Estrogénio. Tamoxifeno.



Abstract

The mortality associated with Breast Cancer (BC) is alarming, especially in view of
the restricted therapeutic strategies for cases of resistance to routinely used drugs.
Among the resistance mechanisms presented by breast tumors, some are strongly
related to the expression of estrogen receptors. In this context, the search for new
compounds is urgent so that there is, in fact, an increase in the overall survival of
patients. Metal complexes have stood out due to their versatility, effectiveness and
selectivity and the present study aimed to evaluate the biological activities of five new
metallic prototypes of copper (Cu) and nickel (Ni) in CM cell lines. Initially, affinity for
DNA was predicted, highlighting Complex lll. Subsequently, the cytotoxicity of the
five complexes to MCF10A (non-tumorigenic), MCF7 (luminal CM) and MDA-MB231
(triple-negative CM) strains was evaluated. Complex lll was selective for the MCF7
lineage after 48 hours and, for this reason, it was also used in the treatment of these
cells resistant to the hormone therapy Tamoxifen (MCF7/TAM). Interestingly,
Complex Ill was active in this strain, with IC50 = 0.66uM. When evaluating the
modulated mechanisms, we observed that the compound decreased ESR1 and AR
transcripts and increased ESR2 transcripts in the MCF7 cell line, with the opposite
effect in MCF7/TAM cells. At the protein level, an increase in the expression of
cleaved Caspase 3 and a decrease in Bc/2 was observed in the resistant strain.
Finally, Complex Ill also increased Reactive Oxygen Species levels in MCF7/TAM
cells. Therefore, Complex lll is a potential candidate in the control of luminal BC
cells, and can be used as a complementary tool to treatment with Tamoxifen and, in
case of therapeutic resistance, it induces apoptosis of tumor cells, which makes it
potentially promising. Additional studies are needed to deepen the understanding of
its mechanisms of action, especially in animal models.

Keywords: Breast Cancer. Cytotoxicity. Copper. Estrogen Receptors. Metal
Complexes. Nickel. Tamoxifen.
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O céncer € uma doenga caracterizada pela proliferacdo de células
transformadas que atingem diferentes érgéos e tecidos. Trata-se de uma patologia
altamente complexa e heterogénea, com diferentes origens, etiologias, sintomas e
mecanismos de progressdo (NURMIK et al., 2020). Embora bastante estudado, o
cancer ainda se mantém entre as principais causas de mortes no mundo.

Considerando o cancer de mama (CM), este € o mais incidente, totalizando
11,7% dos casos. Estatisticamente, ultrapassou o céncer de pulm&o, com uma
estimativa de 2,3 milhdes de novos casos para 2021 (FERLAY et al., 2021; SUNG et
al., 2021). E também a quinta maior causa de morte por cancer, somando 685 mil
obitos (6,9%) somente no ano de 2020. Diante desse cenario, tumores mamarios
demandam estratégias terapéuticas bem delineadas e, quando possivel,
personalizadas (KHAN et al., 2020).

As terapias utilizadas para o CM dependem das caracteristicas das lesées,
assim como das condi¢cdes fisicas e psicoldgicas do paciente. Dentre as opc¢des de
tratamento sistémico, os quimioterapicos sdo 0os mais indicados. Estes podem atuar
no DNA promovendo sua quebra ou intercalando em suas bases. Além disso,
podem inibir a mitose e ativar mecanismos apoptéticos. Entretanto, € importante
lembrar que sua inespecificidade gera efeitos colaterais como anemia, erupcdes
cutaneas, fadiga, perda de cabelo, nauseas e vomitos (XU et al., 2017).

Nesse sentido, torna-se necessario buscar novos medicamentos que tenham
a capacidade de associar a agdo antineoplasica a baixa toxicidade (YERSAL et al.,
2019). Por isso, 0 presente estudo visa avaliar as propriedades citotoxicas e
genotdxicas de cinco novos prototipos metalicos de cobre (Cu) e niquel (Ni),
utilizando modelos in silico e in vitro, sendo que, para estes, foram cultivadas células
de tumores mamarios.

E importante destacar que elementos como Cu e Ni participam de processos
vitais do organismo. O Cu, por exemplo, € fundamental para a producédo dos
glébulos vermelhos, do colageno e para a saude 6ssea, além de ser um ativador do
sistema imunolégico. O Ni atua no metabolismo, sendo também cofator de diferentes
enzimas como urease, hidrogenase, desidrogenase e acetil-CoA sintase. Por esse
motivo, esses dois metais podem ser amplamente utilizados na sintese de
complexos metalicos (ZAMBLE et al., 2017; CHAUDHARY et al., 2019). Ademais,
alguns dos compostos testados estdo associados a ligantes ja conhecidos, como

fenantrolina, terpiridina, tetrahidrobenzotiofeno e dimetoxibipiridina. Estes ja
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demonstraram, em outras formulac¢des, propriedades antiparasitarias, antifungicas,
antibacterianas, antivirais e antitumorais (KERRU et al., 2020). Sendo assim, os
arranjos estruturais delineados neste estudo podem ser favoraveis enquanto recurso
terapéutico contra o CM. Espera-se, portanto, um controle promissor das células

tumorais mamarias.
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1 CANCER

O céncer é um termo genérico que engloba mais de 200 doencas
caracterizadas, em sua maioria, pelo crescimento desordenado das células.
Também pode ser definido como um conjunto de clones de células anormais, as
quais apresentam alteragcdes moleculares, estruturais e funcionais, sendo capazes
de invadir tecidos e 6&rgaos, ocasionando as metastases (GABRIEL, 2007
STRATTON et al., 2009; HASSANPOUR; DEHGHANI, 2017).

Em geral, o surgimento do cancer ocorre em fungado de alteracbes em genes-
chave, acometendo, principalmente, células somaticas, com diferentes origens.
Quando as mutagdes ocorrem em linhagens germinativas estas podem ser
transmitidas hereditariamente promovendo o surgimento de tumores mais agressivos
(LIMA et al., 2008). Os proto-oncogenes e genes supressores tumorais sdo 0os mais
frequentemente mutados, uma vez que sa0 responsaveis por coordenar a
sinalizacdo, divisdo e apoptose celulares. Além disso, sustentam e controlam
estimulos ligados ao reparo, reconhecimento de fatores de crescimento, ativacéo de
cascatas de sinalizagdo pro-tumorais, escape imunoldgico, alteracdo metabdlica,
angiogénese e invasdao (HANAHAN; WEINBERG, 2000; HANAHAN; WEINBERG,
2011). Dentre os principais supressores tumorais destacam-se BRCA (Breast
Cancer 1, early onset), RB1 (RB transcriptional corepressor 1), p53 (Tumor Protein
p53), APC (APC regulator of WNT signaling pathway) e INK4 (Inhibitors of CDK4), os
quais desempenham papeis ativos na proliferacdo e reparo celulares (PARK;
VOGELSTEIN, 2003; COSGROVE et al., 2016).

Sobre os tumores soélidos, estes se encontram entre 0os mais desafiadores
devido a sua notavel heterogeneidade em relacdo aos aspectos morfoldgicos,
moleculares, estruturais, respostas terapéuticas e taxas de proliferacdo. Tais
particularidades tém levantado alguns questionamentos sobre seu comportamento.
Um desses é se os diferentes subtipos de tumores refletem, de fato, células de
origens distintas e até que ponto o perfil mutacional influencia no fenétipo tumoral
(VISVADER, 2011; TOMASETTI et al., 2017). Quanto a etiologia, agentes quimicos,
fisicos e bioldgicos estdo diretamente relacionados as mutagdes, pois provocam
danos celulares que comprometem processos como replicacdo, transcricdo,
traducéo, vias de reparo e apoptose (LOPES et al., 2015; COSTA; MENK, 2000).
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Tumores podem ser benignos ou malignos. Nos primeiros, as células séo
similares ao tecido normal com aspecto de crescimento lento, amplo e local, com
dificil recidiva e baixa capacidade invasiva (BABA, CATOI, 2007; SUDHAKAR,
2009). Ja os malignos manifestam rapido desenvolvimento, alta capacidade de
expansao e infiltracdo e maiores probabilidades de recidiva. A carcinogénese € um
processo que envolve, basicamente, trés etapas: (i) a iniciacdo, em que as células
sofrem a acio de carcindgenos que provocam alteracdes genéticas; (ii) promogao, a
qual consiste na transformacédo de uma célula iniciada em uma célula maligna e (iii)
a progressao, que é a presenca do tumor propriamente instalado, se multiplicando
de maneira descontrolada (DANTAS et al., 2009; SARKAR et al., 2013).

1.1 Incidéncia e Mortalidade

A incidéncia de um tumor corresponde ao numero de individuos
diagnosticados em uma populagdo durante um determinado periodo. Enquanto isso,
a taxa de mortalidade por cancer esta associada ao numero de mortes por 100.000
habitantes (MARTEL et al., 2020; WHO, 2021). Em 2020, os canceres mais comuns
no mundo foram: mama (2,26 milhées de casos), pulméo (2,21 milhdes de casos),
colorretal (1,93 milhdo de casos), préostata (1,41 milh&do de casos), pele né&o-
melanoma (1,20 milh&o de casos) e gastrico (1,09 milhdo de casos) (WHO, 2021).
Em relacdo a mortalidade, ocorreram cerca de 10 milhdes de Obitos por cancer em
todo o mundo somente em 2020, destacando-se os tumores de pulmao (1,8 milhdes
de mortes), colorretal (935.000 mortes); figado (830.000 mortes); gastrico (769.000
mortes) e mamario (685.000 mortes) (FERLAY et al., 2020; WHO, 2021).

No Brasil, para o triénio 2020-2022, s&o estimados 625 mil casos novos de
cancer a cada ano. O de pele ndo melanoma permanece 0 mais prevalente,
acompanhado pelos de mama e préstata, colon e reto, pulméo e estdbmago. Os mais
comuns entre os homens, com exce¢cdo do cancer de pele ndo melanoma, sao
prostata, colon e reto, pulméo, estdbmago e cavidade oral. Nas mulheres, excetuando
o cancer de pele ndo melanoma, os canceres de mama, cdlon e reto, colo do utero,
pulmao e tireoide estdo entre os principais (MATHERS et al., 2003; INCA, 2019).

Em relacdo a incidéncia de casos por Regi&o Brasileira, os dados demostram
que a Regido Sudeste acumula mais de 60% dos casos, enquanto as regides

Nordeste e Sul apresentam, respectivamente, 27,8% e 23,4% dos diagnosticos. Nas
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Regibes Sul e Sudeste, predominam os canceres de prostata e mama, além de
pulméao e intestino. Na Regido Centro-Oeste, embora similar, o perfil epidemioldgico
inclui o cancer do colo do utero e o de estbmago. Ja nas Regides Norte e Nordeste a
prevaléncia do cancer do colo do utero e de estdbmago sdo evidentes, juntamente
com os canceres de prostata e mama (INCA, 2020a).

Nesse contexto, medidas de prevencado primaria devem receber atencao
especial, uma vez que buscam evitar a ocorréncia da doenca, utilizando estratégias
para reduzir a exposi¢cao aos fatores de risco (FEITOSA; PONTES, 2011; KEY;
REEVES, 2016). No intuito de reforcar essas ac¢des, a prevengédo secundaria se
mantém voltada para a vigilancia epidemiologica, intermediada por exames de
rotina. Esta também tem por finalidade alterar o curso da doenca por meio de
intervengdes que permitam a deteccdo precoce e o tratamento oportuno. Apesar de
n&o prevenir a causa inicial, pode controlar sua progressao. Por isso, programas de
rastreio estdo em vigor para conscientizar a populagdo quanto a importancia da
periodicidade dos exames. Por fim, a prevencao terciaria visa agilizar a detec¢éo do
cancer em pacientes que ja apresentam sintomas. Apos detectado, acbes devem ser
implementadas para reduzir prejuizos funcionais, nas quais inclui reabilitacdo. A

técnica escolhida dependera da gravidade do quadro (FORMAN et al., 2018).

1.2 Estratégias de tratamento

O tratamento € uma etapa crucial na busca pela cura do cancer, aliando
sempre as alternativas existentes com os recursos disponiveis. Além disso, sao
priorizadas decisbes multidisciplinares que considerem as particularidades do
paciente (WHO, 2020; KUDO et al, 2015). Dentre as principais alternativas
adotadas estdo cirurgia, terapia sistémica (quimioterapia, hormonioterapia, terapia
alvo e imunoterapia), radioterapia, medicina nuclear, transplante de medula e terapia
celular. A quimioterapia permanece amplamente utilizada, especialmente em casos
mais agressivos, de modo que se encontra disponivel um vasto leque de
substancias quimicas (BRASIL, 2019).

Registros afirmam que o primeiro farmaco antineoplasico foi obtido a partir do
gas mostarda, usado como arma quimica na Primeira Guerra Mundial para o
tratamento de linfomas. Contudo, apenas em 1946 surgiram as primeiras

publicacdes clinicas sobre seus efeitos nos pacientes (SILVA et al, 2015).
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Atualmente, os quimioterapicos podem atuar sobre acidos nucléicos, lipidios,

proteinas e enzimas. Em sua maioria, causam danos ao DNA, os quais ndo sao

reparados, induzindo as células a apoptose. Esses agentes podem ser classificados

conforme seu mecanismo de acéo e estrutura quimica (Tabela 1) (O'CONNOR,
2015; REDDY; COUVREUR, 2010).

Tabela 1. Principais quimioterapicos utilizados no tratamento do cancer.

Classificagao

Farmacos

Mecanismo

Referéncia

Alquilantes Ciclofosfamida Alquilacdo da base nitrogenada EMADI et al., 2009;
Ifosfamida guanina ALMEIDA et al., 2005
Dacarbazina
Antibiéticos Doxorrubicina Intercalacdo nas bases impedindo a  RANG et al., 2007;
Mitomicina replicacdo nucleotidica e a acdode  GAO et al,, 2020
Bleomicina polimerases
Anticorpos Lapatinibe Interagem com sitios especificos de ~ ZARDAVAS et al.,
Monoclonais Pertuzumabe determinado antigeno diminuindo 2013; ZAHAVI;
Trastuzumabe fatores de crescimento tumoral WEINER, 2020
Antimetabdlitos Gemcitabine Inibicdo da sintese de nucleotideos, PETERS et al., 2000;
Metotrexate bloqueando a replicacéo e LU et al., 2020
Fluorouracil proliferacéo celular
Antraciclinas Daunorrubicina Bloqueio da topoisomerase I CAl et al.,, 2019;
Epirrubicina causando quebras da fita dupla de JASRA; ANAMPA,
Idarrubicina DNA 2018
Complexos Cisplatina Geram lesbes no DNA por meio da CHABNER;
Metalicos Carboplatina formacéo de adutos que inibem a CALABRESI, 1995;
Oxalaplatina replicacdo e a transcricao BARRA; NETTO, 2015
Inibidores da Docetaxel Conferem estabilidade nos OLSON et al., 2017;
mitose Paclitaxel microtdbulos induzindo apoptose BRANDAO et al., 2010;
Vinorelbina RANG et al., 2016
Inibidores de Topotecan Inducéo da quebra do DNA por BRANDAO et al., 2010;
topoisomerases Etoposide tensao YOU; GAO, 2019
Rubitecan
Taxanos Docetaxel Estabilizam os microtibulos WILLSON et al., 2019;
Paclitaxel impedindo a quebra e MOSCA et al., 2021

consequentemente a divisdo celular

Embora haja uma evolugdo constante dos quimioterapicos disponiveis para

tratamento dos diferentes canceres, ainda existem alguns desafios que devem ser
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considerados, como por exemplo, a superacdo das vias de resisténcia e a
diminuicdo dos efeitos colaterais (GARCEZ et al., 2016; TWOMEY et al., 2017). Vale
lembrar que as células tumorais regulam a expressdo de proteinas, inibem a
apoptose, ativam mecanismos de efluxo da droga, inativam o farmaco e alteram
alvos bioldgicos, padrbes epigenéticos e vias de reparo. Todos esses mecanismos
dificultam a atuagédo dos quimioterapicos (RAMOS; BENTIRES-ALJ, 2015; PAN et
al., 2016). Concomitantemente, a quimioterapia pode causar efeitos colaterais, como
queda de cabelo, diarreia, feridas na boca, nauseas, vOmitos e aumento da
sensibilidade. Logo, a¢des voltadas para contornar tais reagbes s&o necessarias
(CHOPRA et al., 2016).

A medida que os mecanismos de resisténcia e as respostas terapéuticas tém
sido caracterizadas, os ciclos de tratamento podem ser mais bem delineados,
alvejando maior eficacia. Nesse contexto, a busca por novas estratégias de
tratamento € oportuna, visando sempre a otimizacdo dos regimes terapéuticos
(THUNDIMADATHIL, 2012; ZUGAZAGOITIA et al., 2016).

2 CANCER DE MAMA

2.1 Aspectos epidemiologicos e fatores de risco

Em 2020, o CM acometeu mais de 2 milhdes de pessoas em todo o mundo.
Sua incidéncia alcangou 11,7% do numero total de casos da doenga e a taxa de
mortalidade chegou a 6,9%. Esses dados colocam esse tumor entre os mais
prevalentes no ranking mundial. No mesmo periodo, o CM foi o segundo mais
incidente no Brasil perdendo apenas para os tumores de pele ndo melanoma.
Somente em 2020, foi estimada uma incidéncia de 66.280 casos, 0 que representa
61,61 casos a cada 100.000 mulheres. Esses valores também foram estimados para
os anos 2021 e 2022 (IARC, 2020; INCA, 2020b).

Para 2023, estima-se 73.610 novos casos de CM, representando uma
incidéncia de 41,89 casos por 100.000 mulheres. Quanto a taxa de mortalidade mais

recente, foi calculado 11,84 6bitos/100.000 mulheres, em 2020, sendo as maiores
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taxas nas regides Sudeste e Sul, com 12,64 e 12,79 &bitos/100.000 mulheres,
respectivamente (INCA, 2022).

E evidente que o aumento nos indices de CM esteja relacionado ao acesso as
tecnologias de diagndstico, como a mamografia (KEY; REEVES, 2016; HUGHES et
al., 2020). Contudo, é importante salientar o papel dos fatores de risco no aumento
do numero de casos. Delinear esses fatores pode priorizar a definicdo dos grupos
mais susceptiveis. Além disso, o conhecimento pode conduzir as mudangas de
habitos, controlando os dados epidemioldgicos (KERR et al., 2017).

A idade é o fator de risco mais bem estabelecido. O envelhecimento promove
mudangas fisiolégicas na mama, como o aumento da sensibilidade ao estrogénio,
alteragdes das células epiteliais, senescéncia imunolégica e modificacbes no
microambiente tumoral, o que contribui para o aumento da predisposicdo ao CM
(LODI et al.,, 2017). Outros fatores também se destacam como obesidade, status
hormonal, historico familiar, mutagbes nos genes BRCA71 e BRCA2, padréao
reprodutivo, raca e etnia (MAKAMA et al., 2017).

Alcoolismo, tabagismo, sedentarismo, exposicdo a agentes carcindgenos,
como radiacdo e metais toxicos, € o0 consumo excessivo de alimentos
industrializados colaboram para o cenario da doenca (DESANTIS et al.,, 2017;
NELSON et al., 2012). Por fim, aspectos gestacionais, perfil socioeconémico, acesso
ao sistema de saude, disponibilidade de tratamento, fatores culturais, comorbidades
e aderéncia ao tratamento também s&o essenciais no perfil clinico das pacientes
(DANFORTH, 2013).

Dentre as principais medidas preventivas, os exercicios regulares atuam
como um meio de equilibrio do balanc¢o energético e previne o acumulo de gorduras,
a qual esta diretamente ligada a sintese de horménios (KERR et al., 2017; FENG et
al., 2018). Substancias alcoodlicas também aumentam o estrogénio circulante e seus
metabdlitos. Além disso, essas substancias causam o aumento da proliferacédo das
células tumorais e regulam citocinas como interferon (IFN) e fator de transformacéao
do crescimento beta (TGF-B) (WANG et al., 2017).

2.2 Anatomia e Fisiologia da Mama

A mama ou seio € uma glandula exdécrina de didmetro variavel que se

encontra na porgéo anterior aos musculos do peitoral maior e serratil inferior. Sua
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estrutura € acoplada por uma camada da fascia constituida de tecido conjuntivo
denso n&o modelado. Esse 6&rgdo possui trés tipos de tecidos: glandular
(parenquimatoso), adiposo e fibroso (estroma) (TORTORA; NIELSEN, 2013).

A glandula mamaria (Figura 1) é formada por 15 a 20 lobos que convergem
para os ductos de excrecao, também conhecidos por ductos lactiferos. Esses ductos
s&o comumente encontrados nos seios lactiferos sob estado de dilatagdo. Cada
ducto converge e se abre na parte externa do mamilo, uma regido proeminente,
inervada e lubrificada pelas glandulas sebaceas. Ja os lobos s&o constituidos de
compartimentos menores (Iébulos), compostos pelos alvéolos, sendo estes os
responsaveis pela produgéo do leite (SOBOTTA, 2013).

Histologicamente, com exce¢do do polo basal que € formado por uma
camada de células mioepiteliais, 0os demais epitélios como o alveolar e o dos ductos
sao revestidos por uma dupla camada de células colunares e por uma bainha de
tecido conjuntivo com células mioides (JUNQUEIRA et al., 2017). A presenga das
células esteladas também se faz fundamental para a realizagdo dos movimentos de
contragéo para impulsionar o leite (PANDYA; MOORE, 2011). Durante a puberdade
o estrégeno estimula o crescimento e ramificacido dos ductos, além de auxiliar na
deposicdo de adipdcitos nos tecidos, influenciando no tamanho e formato das
mamas (PANDYA; MOORE, 2011, TORTORA; NIELSEN, 2013).

Figura 1. Estrutura anatémica da mama feminina. (a) Vista anterior de uma mama normal
parcialmente dissecada. (b) Corte sagital da mama demonstrando I6bulos e alvéolos.
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Quanto ao tecido adiposo, este expressa as enzimas citocromo p450
(CYP19), estimulando a sintese de estrogenos e andrdégenos. Vale lembrar que
durante a gestacdo ocorre 0 aumento da producdo de hormdnios, da ramificacdo
dos canais, além do desenvolvimento dos I[bbulos mamarios. Existem outros
horménios que também colaboram para a fisiologia das mamas, como o horménio
do crescimento (GH), a prolactina (PRL), os glicocorticoides (cortisol) e a insulina
(HALL; GUYTON, 2017).

O sistema linfatico se faz presente e desempenha uma fung¢éo essencial ao
orgdo. A drenagem linfatica da mama é comandada por uma rede de linfonodos
axilares que atua no transporte de produtos da linfa. Junto a essa rede, estéao
também os linfonodos interpeitorais e frénicos, que se localizam logo abaixo da
parede toracica anterior. Embora essa densa rede de vasos seja responsavel por
filtrar a linfa, eliminando as impurezas produzidas pelas células, pode facilitar a
disseminagao tumorigénica. A proliferacdo das células epiteliais neoplasicas, muitas
vezes, pode se restringir tanto aos ductos mamarios, quanto aos Iébulos, contendo
ou ndo evidéncias de invasdo além da membrana basal. Entretanto, a evolugcéo do
CM pode contar com o comprometimento dos linfonodos proximos a regido
permitindo sua expansdo para outros tecidos (SOBOTTA, 2013; ZHANG et al,
2017b; PLICHTA et al., 2018).

2.3 Fisiopatologia

Séo descritos dois modelos fisiopatoldgicos que explicam o desenvolvimento
do CM: (i) a evolugcdo clonal esporadica e (ii) o modelo de células-tronco
cancerigenas (CSC). O primeiro defende que qualquer célula epitelial da mama
pode sofrer mutagdes aleatérias e, conforme as alteragdes genéticas e epigenéticas
acontecem, as células podem ser selecionadas, contribuindo para a formagao do
tumor. No segundo modelo, apenas células-tronco e progenitoras podem iniciar e
manter a progressao da neoplasia maligna. Vale ressaltar que as CSC podem gerar
diferentes subtipos de CM (BADVE; NAKSHATRI, 2012; PAPACCIO et al., 2017),
em geral mais agressivos (BOMBONATI; SGROI, 2011).

O sinal mais caracteristico do CM é a presenca de um nodulo, em geral
indolor, rigido e com bordas irregulares. Porém, podem ser macios e arredondados,

ou até mesmo dolorosos. Por este motivo, qualquer alteracdo mamaria deve ser
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verificada por um profissional de saude. Também podem ser sintomas: inchacgo total
ou parcial da mama, irritagcdo da pele ou ondulagdes, dor na mama ou mamilo,
retracdo do mamilo, vermelhiddo, descamacdo e espessamento da mama e
secrecao pelo mamilo (BENSON et al., 2020).

O diagnéstico inclui métodos por imagem, como mamografia, ultrassom
(USG), ressonancia magnética da mama (RM) e radiografia gama especifica. Porém,
o diagndstico por imagem pode ndo ser suficiente para elaboracdo de um laudo,
sendo, assim, necessario utilizar outros recursos como a analise histopatoldgica da
peca cirurgica proveniente de bidpsia ou cirurgia aberta (JESINGER, 2014). A
bidpsia consiste na remog¢éo de uma pequena porgao de tecido realizada por pungao
aspirativa por agulha fina (PAAF); agulha grossa (Core biopsy); ou cirurgicamente
(ALIMIRZAIE et al., 2019; ACS, 2019a; BENSON et al., 2020) para confirmagéo do
diagnéstico.

Histologicamente, os tumores mamarios podem ser divididos em invasivos €
in situ. Os invasivos s&o potencialmente mais agressivos e com maior probabilidade
de gerar metastases. Podem ser classificados em: ductal invasivo, lobular invasivo,
medular, tubular, metaplasico, apocrino, papilar, mucinoso, cribriforme, adenoide
cistico, polimorfo, mucoepidermoide e carcinoma neuroendoécrino. Sendo o mais
comum o carcinoma ductal invasivo (infiltrante), o qual atinge cerca de 80% dos
casos (BACCHI; VIANA, 2019). Geralmente, se inicia em um ducto mamario, mas
rompe sua membrana basal, com potencial metastatico. Ja o CM in situ possui
melhor prognostico, uma vez que n&o ha o extravasamento da membrana basal,
ficando restritos @ mama (DRAGANESCU; CARMOCAN, 2017).

Tumores mamarios também séo classificados molecularmente conforme a
expressdo de Receptores de Estrogénio (ER), Receptores de Progesterona (PR) e
Receptores do Fator de Crescimento Epidermal Humano Il (HER2) (BEGAM et al.,
2017; CANGARA, 2016). Sao, entdo, definidos os Luminal A com ER e/ou PR
positivos e HER2 negativos, com melhor prognéstico, altas taxas de sobrevivéncia e
baixas taxas de recorréncia. Os Luminal B séo ER e/ou PR positivos, com maior
capacidade proliferativa (ki67214%) e estratificados em HER2 positivos ou HER2
negativos. Possuem prognostico mais preocupante, uma vez que pacientes com
este subtipo sdo diagnosticados com tumores em estagios mais avancados e
linfonodos positivos, além de maior porcentagem de mutagbes de p53. Os Triplo-

Negativos (TNs) n&o expressam ER e PR e ndo possuem HERZ2 amplificado
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(LEHMANN et al., 2016). Geralmente ocorre em mulheres mais jovens com pior
prognostico em comparagdo aos subtipos luminais. Ja os HER2 possuem esse
oncogene amplificado, com ER e PR negativos. Geralmente carregam mutacéo para
p53 e menor sobrevida, com recorréncia frequente e precoce, além de possuirem
metastases (SAVCI-HEIJINK et al., 2015; CHO, 2016; FRAGOMENI et al., 2018).

Diante do amplo espectro de tumores mamarios, € importante lembrar que o
tempo de progressédo para o desenvolvimento tumoral completo € indeterminado,
podendo ser necessario muitos anos para que se torne evidente. Portanto, todas as
variaveis devem ser consideradas, sejam estas morfoldégicas ou moleculares
priorizando, sempre, uma maior sobrevida e menor sofrimento do paciente (CICCO
et al., 2019).

2.4 Receptores de Estrogénio (RE)

Os receptores de estrogénio (RE) fazem parte da familia dos receptores
esteroidais, dividindo-se em duas classes. receptores nucleares e receptores de
membrana. Ambos permanecem inativos quando nao formam ligagdes com os
horménios. Isso porque dependem de fatores hormonais para sua ativagao
(FUENTES; SILVEYRA, 2019).

Embora dependentes de outros fatores, os RE apresentam uma estrutura com
dominios variados e caracteristicas funcionais semelhantes. A regido A/B, por
exemplo, é responsavel pela ativagdo (AF-1) e encontra-se na regido aminoterminal
da molécula. Enquanto isso, a regido C, que é o dominio de ligacdo ao DNA,
localiza-se na por¢éo central. A regido D é onde a molécula do receptor se dobra.
Os dominios E/F, participam do reconhecimento hormonal e da especificidade da
resposta fisioldgica, localizados na terminagéo carboxila (SMITH, 1998; YASAR et
al., 2017).

Em geral, os RE s&o0 hiper-expressos na maioria das hiperplasias mamarias.
Em condigcdes saudaveis, as células epiteliais apresentam expressdo de RE q,
sendo diminuida durante a gestacdo, expressando menos de 5%. Esse valor
aumenta na lactagao, induzindo também o aumento de RE a. Em geral, os RE BB
podem ser encontrados em até 70% das células epiteliais de todos os estagios de

desenvolvimento mamario. Durante gestacdo e fase de lactacdo, ha uma co-
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expressao dos receptores a e B em cerca de 60% das células epiteliais (SAJI et al.,
2000; PORRAS et al., 2021).

A auséncia ou presenca dos RE é comumente utilizada para delineamento do
tratamento, uma vez que, haja correlagdo direta entre 0s niveis de expressédo dos
RE e resposta a terapia endodcrina. Sendo assim, determinar o painel génico do
paciente é imprescindivel para tratamento, recuperacdo e aumento das chances de
sobrevida do mesmo (BABAYAN et al., 2013).

2.5 Acdes Preventivas e Terapéuticas

Conhecer a predisposi¢cado genética, buscar uma abordagem multidisciplinar
de saude, realizar mudangas no estilo de vida e gerir riscos sd0 alguns dos métodos
de prevengdo mais eficazes, sobretudo considerando o CM. As mudangas no
comportamento alimentar, aliadas ao uso da terapia e da cirurgia preventiva, podem
oferecer maiores chances de cura para mulheres acometidas pela doenca
(THORAT,;, BALASUBRAMANIAN, 2019).

Em estagios iniciais € possivel a realizacdo da cirurgia conservadora da
mama ou até mesmo a mastectomia completa (MC). Estudos clinicos tém
demostrado uma reducdo de 90% dos quadros de recidiva em mulheres que se
submetem a cirurgia. Ao mesmo tempo, revelam decréscimo de 81% a 94% no risco
de morte por este tipo de cancer. Entretanto, apesar de curativa, a MC pode afetar a
autoestima da paciente (COSTA; SALDANHA, 2017; CAVALCANTE et al., 2020).

As cirurgias conservadoras da mama também s&o conhecidas por
tumorectomia, quadrantectomia, mastectomia parcial ou mastectomia segmentar.
Estas consistem na retirada do segmento ou setor do 6rgdo em que se encontra a
lesdo. O intuito é remover o tecido comprometido com o normal adjacente. O quanto
da mama é removida dependera do tamanho e localizagado do tumor (ACS, 2019b;
JAGSI et al.,, 2019).

Mulheres com alta predisposicdo devem considerar ainda medidas
preventivas como exames de rastreamento por imagem (principalmente
mamografia); mudanc¢as do estilo de vida (modificacido dietética e pratica de
exercicios fisicos) e quimioprevencado (uso de anastrozol, raloxifeno e tamoxifeno).

Vale lembrar que essas ag¢des devem ser julgadas conforme as condicbes da
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paciente, podendo ser adotados métodos combinados (COSTA; SALDANHA, 2017;
SAUTER, 2018).

No caso de pacientes metastaticas, sdo utilizadas terapias sistémicas que
incluem hormonioterapia, terapia direcionada, imunoterapia e/ou quimioterapia
(ACS, 2015). A terapia hormonal € empregada em tumores positivos para ER, uma
vez que respondem ao estimulo estrogénico, o qual promove sua progressao.
Basicamente, ha dois mecanismos de agdo para a hormonioterapia que incluem o
blogueio do receptor e da producéo de estrogénio (WLUDARSKI et al., 2011; JAGSI
et al., 2019).

Enquanto isso, a terapia direcionada busca interromper a acdo de moléculas
essenciais para o crescimento das células cancerigenas. Consequentemente, afeta
as células transformadas, preservando as normais (ALESSANDRINI et al., 2018).
Essa estratégia acontece em tumores que superexpressam HER2 com
administragdo do anticorpo monoclonal anti-HER2 (PARAKH et al., 2020). Ja em
tumores TN tém sido utilizados inibidores de PARP (Poli adenosina difosfato-ribose
polimerase) para aquelas pacientes com BRCA mutado (JAVLE; CURTIN, 2011;
ABDEL-RAZEQ et al., 2021).

No que se refere a imunoterapia, esta tem o objetivo de potencializar o
sistema imunoldgico de modo a combater determinados tipos de doencas. No caso
do CM, destaca-se o anticorpo monoclonal anti-PDL1. A expresséo aberrante de
PD-L1 em tumores estimula o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
projetadas para impedir a ligacdo de PD-1 a PD-L1, potencialmente
imunossupressora (ANTONIA et al., 2016). Inibidores de PD-L1, como o
atezolizumabe, bloqueiam essa proteina, promovendo o0 aumento da resposta
imunoldgica, o que reduz e retarda o crescimento tumoral (WRAITH, 2017; SCHMID
et al., 2018; KOURY et al., 2018).

Por fim, a quimioterapia inclui medicamentos administrados por via oral ou
intravenosa em ciclos e combinag¢des pré-definidas. (FALZONE et al., 2018; ABBAS,;
REHMAN, 2018). A vantagem da quimioterapia € o seu tempo de resposta, contudo,
carece de especificidade. Além disso, a combinagdo com outras terapias pode
potencializar sua eficacia. Como de costume, se o paciente ndo responder ao
primeiro quimioterapico ou a combinacdo de medicamentos, uma segunda ou

terceira droga deve ser administrada. E comum pacientes serem submetidos a mais
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de um esquema de quimioterapia durante o tratamento, principalmente em casos
metastaticos (HEMMATZADEH et al., 2016; SHAKED, 2019; CHI et al., 2019).

Diante da diversidade e complexidade dos tipos de tratamentos, diferentes
protocolos foram desenvolvidos para garantir que 0s pacientes recebam o cuidado
mais seguro e eficaz. Dessa maneira, assegura-se que o0 paciente receba uma
abordagem terapéutica padronizada, desenvolvida e otimizada por estudos clinicos.
Isso permite a comparagdo de novos medicamentos com tratamentos ja
estabelecidos, confirmando, assim, a eficacia de novas estratégias (ALESSANDRINI
et al., 2018; BRAVO et al., 2021).

2.5.1 Tamoxifeno (TAM) e a Hormonioterapia

O tamoxifeno (TAM) € um farmaco modulador n&o-esteroide pertencente a
classe trifeniletilénica, cuja fébrmula molecular € C2sH29NO. O isébmero Z do TAM
apresenta potencial antiestrogénico, sendo este, comercializado como isbmero puro.
Em isbmero E, observa-se notéria atividade estrogénica quanto a inibicdo da
proliferacdo de células do carcinoma mamario humano. Também pode ocorrer
aumento da liberacdo de prolactina de células hipofisarias (WILLIAMS; STANCEL,
1996; PATEL et al., 2022).

O efeito farmacolégico desempenhado pelo TAM depende do tipo de
receptor, de onde esta ocorrendo a interagdo e do tecido em que o receptor esta
sendo expresso. Tal farmaco pode se comportar como agonista, agonista parcial ou,
ainda, como um antagonista, dependendo da finalidade. Em células de cancer de
mama, o TAM impede a proliferacdo das células agindo como antagonista do
estrogénio, entretanto, como agonista parcial, pode estimular a proliferacdo das
células endometriais, elevando as chances de neoplasia endometrial (WILLIAMS;
STANCEL, 1996; AHMAD, 2018).

E comum o uso do TAM no tratamento do CM devido seu mecanismo
antagonista em células mamarias. Este farmaco ¢ indicado tanto para mulheres pés-
menopausicas quanto pré-menopausicas, que apresentem tumor RE positivo. A
indicac&o se deve pelo fato da maioria das mulheres que apresentam RE negativo
nao respondem ao tratamento com TAM (JORDAN, 2003; RANI et al., 2019).

Dentre os mecanismos apresentados pelo TAM, destacam-se a capacidade

de inibicdo da sintese do DNA e inducio de apoptose, podendo também ocasionar
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blogueio das células na fase G1/GO do ciclo celular (KEETON; BROWN, 2005). Um
outro mecanismo pelo qual o TAM regula a tumorigénese nas células mamarias, €
por meio da transcricdo de genes ligados a receptores hormonais. No complexo
farmaco-receptor, o RE torna-se ativo, formando dimeros que se ligam ao Elemento
de Resposta ao Estrogénio (ERE), 0 que provoca mudangas conformacionais no
dominio aminoterminal do RE. Essas alteragdes interagem com fatores de ativacéo
transcricional, levando a ativac&o da transcricao. Entretanto, na presenca do TAM, o
quimioterapico impede o processo de transcricdo, interferindo no ciclo celular
(PARK; JORDAN, 2002; OKAT, 2018).

E importante lembrar que o TAM também se liga a outros receptores nao
nucleares presentes na membrana plasmatica e no citoplasma das células
mamarias, assim como regula a transcricdo de outros genes através de sitios
alternativos presentes na molécula de DNA, como o AP-1 (OSBORNE; SCHIFF,
2005).

3 COMPLEXOS METALICOS

E conhecida por quimica de coordenacéo o estudo dos ions metélicos e suas
interacées com ligantes quimicos. Essa area de estudo se resume aos metais que
sao acondicionados pelas ligacbes de coordenacdo com ligantes previamente
direcionados, ativados e polarizados pelas interagcbes com ions de interesse
(COTTON; WILKINSON, 1980). Desse modo, a associagdo entre ions metalicos e
ligantes permite a produgdo de compostos amplos com multiplas geometrias e
estados oxidativos variaveis. Além disso, os aspectos inerentes ao ion metalico
somados a cinética e termodinamica da substancia, viabilizam a obtencdo de
estruturas moleculares com larga reatividade, a qual necessita ser investigada,
sobretudo, para o tratamento de doengas (ROCHA et al., 2011; SRIVASTVA, 2020).

De acordo com Shriver (1994) e colaboradores, o conceito “complexo”
designa um grupo de estruturas que apresentam um atomo ou ion central envolvido
por seus ligantes. Este deve possuir a habilidade de coordenar diferentes metais e
ions. Na estrutura final obtida também podem ser inseridos constituintes sem fins de

complexacdo, permitindo solubilidade em varios solventes. A ligacdo central da
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molécula com as imediacbes dos ligantes geralmente é realizada por um
heteroatomo (N, S, O, P, As), um grupo funcional de coordenag¢do, um heterociclico
ou através de ligacdes simples, duplas ou triplas (GONZALEZ-GALLARDO et al.,
2012; DURNDELL; ANTONANGELO, 2020). Nesse contexto, a formulacdo dos
novos ligantes € considerada o passo mais importante no desenvolvimento dos
complexos metélicos quando pouco se conhece sobre suas propriedades
(LAWRANCE, 2010). A projecédo de biomoléculas exige planejamento minucioso,
uma vez que a adicdo de atomos ao novo ligante pode gerar contratempos na
solubilidade, diminuicdo da velocidade de reacéo e flexibilizagdo dos angulos, além
de reagdes indesejadas (BENITE et al., 2007; BUDZISZ, 2019).

O metal presente no centro da molécula desempenha papel crucial na
definicdo das interagdes do complexo, em virtude de sua interferéncia nas
propriedades quimicas e fisicas, no controle da cinética de montagem e na inércia
do composto. Os centros metalicos cineticamente inertes s&o utilizados como blocos
de construgdo para complexos pré-formados. Enquanto isso, os ions metalicos
labeis sd0 comumente encontrados em reagdes esponténeas de automontagem
(CONSTABLE, 2007; SRIVASTVA, 2020).

Manter as funcbes essenciais de uma célula ao mesmo tempo que se altera o
material genético pode ser desafiador. Por isso, € importante entender a energia de
associacdo da molécula de DNA ao complexo metalico, utilizando os principios de
ligacdo. Em geral, as associagbes entre DNA e complexos metalicos s&o induzidas
por ligacbes ndo-covalentes, como intercalacéo (11-1) entre bases do DNA, ligagcbes
de hidrogénio, interacbes hidrofébicas ou forgas de Van der Waals. Estas forcas
dependem de algumas variaveis incluindo temperatura, pH, pressédo e concentragao
de sal (ERKKILA et al., 1999; SPERLING; PARAK, 2010; ZHOU et al., 2017).

Em razéo das propriedades unicas dos metais, a génese de novos farmacos
pode seguir um outro rumo superando grande parte dos medicamentos
convencionais. O estudo dos complexos metalicos de transi¢cdo, bem como a busca
de medidas de direcionamento e ativacdo, deve guiar a produgdo dos Nnovos
farmacos a superarem as desvantagens das terapias atuais. Considera-se a busca a
integracéo entre a reducdo dos efeitos colaterais e superacao da resisténcia. Sendo
assim, a quimica medicinal aliada as pesquisas interdisciplinares devem explorar os
aspectos farmacoldgicos dos metalofarmacos, esclarecendo seus mecanismos e

vias de agdo nos varios sistemas bioldgicos (SODHI; PAUL, 2019).
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3.1 Complexos a Base de Cobre (Cu)

O cobre € um metal de transicdo maleavel, pertencente ao grupo 11 da tabela
periddica. E um elemento ductil e com grande resisténcia a corrosdo. Possui a
capacidade de formar uma rica variedade de compostos com estados de oxidacao
+1 e +2 (CONRY, 2011). A coordenacdo varia conforme seu estado, podendo
apresentar numero de coordenacdo quatro com estrutura central tetraédrica
distorcida. Outros tipos de geometria comum séo a tetragonal distorcida no plano
equatorial e a estrutura quadrado planar octaédrica distorcida (KRASNOVSKAYA et
al., 2020).

A importancia do Cu para os seres vivos pode ser observada pelo numero de
proteinas e enzimas que dependem desse metal para manutengdo dos seus
processos biologicos. Estima-se que o corpo humano tenha cerca de 80 mg de
cobre e somente 10'8 M destes ions est&o livres, ou seja, ndo permanecem ligados
a uma proteina carreadora ou aminoacido (KAIM, 2003; OSREDKAR; SUSTAR,
2011).

Em geral, as concentragdes dos elementos quimicos se mantém estaveis em
homeostase. Até mesmo para ions essenciais existe um ponto de saturagdo a ser
tolerado pelo organismo (KAIM et al., 2013). Nesse caso, ao ultrapassar esses
limites, 0 excesso deve ser eliminado. Em concentragbes muito elevadas, ha o
comprometimento do sistema de defesa, causando toxicidade. Esta pode estar
relacionada a alguns fatores como bloqueios de grupos funcionais, deslocamento de
outros metais e alteragdo da conformacao de sitios ativos e estruturas quaternarias
(TAMAS et al., 2014; AHMEDOVA, 2018).

Tendo em mente as fungbes essenciais do Cu em meio bioldgico, podem-se
destacar o transporte de elétrons, o metabolismo do oxigénio e a oxidagcdo de
substratos como catecdis e fendis. A sintetizacdo de compostos de coordenacéo de
Cu tem sido ampliada gragas a melhor compreensdo do comportamento
bioinorganico deste ion no organismo humano. Desde entdo, percebeu-se que
alguns complexos de Cu podem ser empregados como drogas antitumorais
(BORGES et al., 2016, POLLONI et al., 2019; ERXLEBEN, 2018). De fato,
compostos metalicos a base de Cu vém sendo cada vez mais explorados pela
industria. Complexos como hidroxiquinolina [Cu(8-OHQ)2], clioquinol (CQ)
[Cu(5-CI-7-1-8-HQ)], Dp44mT (di-2-piridilcetona-4,4-dimetil-3-tiossemicarbazona) e
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as casiopeinas [Cu(N-N)(O-O)]NOs estéo entre os principais exemplos utilizados no
tratamento antitumoral. Dentre seus mecanismos de acdo destaca-se a inibicao do
proteassoma, permitindo, entdo, a inducdo da apoptose das células cancerosas
(BRAVO-GOMEZ et al., 2015; PAPE et al., 2018; ZHANG et al., 2017a). Além disso,
alguns desses complexos medeiam vias de autofagia induzidas por estresse e
atuam no reparo molecular através da geragcdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) citotdxicas (JANSSON et al., 2010, ZUO et al., 2013). Existem ainda outras
vias de interac&o ligadas a afinidade desses complexos ao DNA, sendo a atividade
antineoplasica justificada pelas ligagdes intercalativas (BRAVO-GOMEZ et al., 2015;
ZHOU et al., 2017).

Diante das potencialidades dos complexos a base de Cu, € de extrema
importancia buscar novas propriedades terapéuticas que ainda foram pouco
exploradas, especialmente na oncologia. Atualmente, existem farmacos em ensaios
clinicos que se destacam por seu baixo custo e maior eficacia no controle de
tumores (ONG et al., 2019; KRASNOVSKAYA et al., 2020).

3.2 Complexos a Base de Niquel (Ni)

O niquel € um metal branco prateado, inerte na forma macica e n&o reagente
a agua em temperatura ambiente. Este elemento pertence ao grupo 10 da tabela
periodica, possuindo estados de oxidac&do 2+ e 3+ e numero de coordenacio quatro
(BARCELOUX, 1999). Quanto a quimica de coordenacéo, esse elemento quimico
possibilita a obtencdo de complexos tetraédricos ou quadrados planar. Alguns
compostos octaédricos também podem ser comuns. Na maioria das vezes, 0s
complexos a base de niquel s&o favorecidos pela geometria quadrado planar, em
que o ligante € disposto pelo plano geométrico deixando, entdo, o orbital de alta
energia livre (HILL et al., 2020). No corpo humano adulto, considerando condi¢cbes
fisiolégicas normais, os ions de niquel estdo presentes em baixa quantidade,
constituindo aproximadamente 1 mg em uma pessoa de peso médio (SHARMA,
2013).

Os compostos a base de platina (Pt) s&o bem conhecidos e amplamente
utilizados no tratamento de neoplasias. Entretanto, os efeitos colaterais graves, a
toxicidade e o0s mecanismos de resisténcia estimulam a busca por melhores

alternativas terapéuticas. Como tal, o Ni exibe a mesma configuragao eletrénica e se
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faz andlogo a platina. Uma vantagem do Ni € a capacidade de adotar diferentes
geometrias de coordenacao cis ou trans, enquanto a Pt constitui somente complexos
planos quadrados cis ou trans (MUNOZ-PATINO et al., 2020).

As fungdes bioldgicas do Ni podem ser as mais diversas. Este metal encontra-
se frequentemente associado a ativagdo da calcineurina, formacgéo de GMP ciclico
(cGMP) e transmisséo do cddigo genético (DNA e RNA) (GUO et al, 2015). Além
disso, atua na composi¢éo da urease, na formacéo de mondxido de carbono (CO) e
desidrogenase, sendo também, cofator de enzimas relacionadas a quebra e
utilizacéo da glicose (AL-FARTUSIE; MOHSSAN, 2017). Embora o desempenho do
Ni ainda ndo esteja claro, acredita-se que ele € um importante estimulador do
metabolismo por meio do ferro (Fe) e da hemoglobina, agindo sinergicamente com
outros metais na composi¢cédo de estruturas 0sseas, regulacdo hidrica, excitabilidade
celular e autoimunidade (GUO et al, 2015; ZAMBELLI; CIURLI, 2013).

Dentre os complexos de Ni existentes, pode-se enfatizar aqueles constituidos
por ditiocarbimatos, fosfinas e benzimidazol. Cada qual possui suas particularidades,
apresentando efeitos variados por meio de modificagdes dos grupos ligantes e da
substituicdo de cations. Seguindo o principio do efeito citotdxico, os complexos de Ni
podem apresentar menor efetividade comparados a cisplatina, porém sua
seletividade se mostra superior. Além disso, demonstram outros efeitos incluindo
acao anti-inflamatéria, antiviral, antibacteriana, antioxidante e antiproliferativa (ALI et
al., 2012; ORVIG; ABRAMS, 1999; HERRERA et al., 2019).

Nesse contexto, os metais de transicdo exibem grande potencial como
agentes antitumorais e, por isso, a génese de metalofarmacos a base de niquel é de
suma importancia devido a sua alta biocompatibilidade para interagir com moléculas
alvo. Essa interagdo fornece informacdes uteis sobre os aspectos estruturais que
determinam a eficacia terapéutica dos medicamentos, assim como sua farmacologia.
Portanto, compreender a interacdo dos alvos com o0s complexos metalicos é

essencial para a validagcdo de novas drogas (MURALISANKAR et al., 2016).

3.3 Ligantes Quimicos

Um ligante € definido como toda molécula ou atomo capaz de se ligar a uma

molécula receptora, modulando seus efeitos. Tais respostas, no meio intracelular,
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podem culminar em diferentes comportamentos, ao interferir nos processos de
proliferagéo, migracéo, sobrevivéncia e diferenciacédo (LECZKOWSKA et al., 2018).

A fenantrolina (Figura 2), por exemplo, também conhecida por 1,10-
fenantrolina ou orto-fenantrolina (Fen) € um ligante heterocromatico com formula
molecular C12HsN2 e massa molecular de 180,3 g/mol-'. Esse ligante se apresenta
como cristais incolores com ponto de fusdo de 117°C. Além disso, esta entre os
principais utilizados em pesquisas de quimica de coordenacao, gracas a facilidade
de formar complexos com diferentes metais e a posicao que seus atomos de
nitrogénio se encontram (BENCINI; LIPPOLIS, 2010).

A molécula de Fen possui dois sitios de coordenacdo e dois atomos de
hidrogénio que formam a base da dureza. Por esse motivo, sua polarizabilidade
meédia pode se coordenar com o Bismuto (lll) e outros ions lantanideos trivalentes.
Além disso, esse ligante € um o6timo quelante e cromdforo. Demonstra forte
absorcdo da radiacdo eletromagnética e, por isso, é ideal para excitacdo de ions
metalicos com baixa absor¢do molar (ALREJA; KAUR, 2016).

A atividade biolégica da Fen varia conforme o ion que ao qual se liga. De
maneira geral, propriedades antibacterianas e antifungicas estdo comumente
presentes em compostos com ligante Fen. Devido aos seus anéis planares ricos em
elétrons m, 0s quelatos metalicos de 1,10-fenantrolina tém uma grande tendéncia em
interagir com o DNA por intercalacdo, a qual € definida pela inser¢cdo de uma
molécula aromatica ligada entre os pares de bases do DNA (MARVERTI et al., 2007;
EREMINA et al., 2019).

Figura 2. Representacao da estrutura quimica da Fenantrolina (Fen).
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A 226" 2"-terpiridina (Tpy) (Figura 3) € um ligante heterociclico que se
origina a partir da piridina, possuindo férmula molecular C1sH11N3. A Tpy consiste em
um solido branco, soluvel em solventes orgéanicos e esta entre os principais ligantes
da quimica de coordenacgdo. Além disso, € um ligante tridentado que se liga em
metais nos trés sitios meridionais, dando origem a dois anéis quelatos. Também
constitui complexos com a maioria dos ions de metal de transicdo, assim como
outros compostos de polipiridina (KAMATA, et al., 2012; WEI et al., 2019).

Os complexos contendo Tpy exibem propriedades o6ticas e eletroquimicas
caracteristicas, incluindo transferéncia de carga do metal para ligante na regido
visivel, redugcdo e oxidacao reversivel e luminescéncia bastante intensa. Por serem
aceptores de 11, a Tpy, assim como a bipiridina, tende a estabilizar metais em
estados de baixa oxidagdo (HOFMEIERA; SCHUBERT, 2004). No geral, a Tpy age
como doadora de nitrogénio aos ligantes tridentados. Utilizando a ligagéo quelante
como base, € necessario, ainda, que haja um ligante livre para alterar a
conformacgéo trans para cis, provocando respostas significativas a sua cinética de
coordenacao (CONSTABLE, 2007; PANEQUE et al., 2009).

Quanto as agbes biolégicas, a Tpy apresenta notéria atividade antitumoral,
exibindo citotoxicidade em células p53-mutante e Bax-mutante (KACAR et al., 2014).
Além disso, alguns compostos que apresentam o ligante Tpy em sua estrutura
revelam alta capacidade fotonucleasica destrutiva sob células cancerosas Hela
(BANIK et al., 2015; FIK et al., 2015).

Figura 3. Representacdo da estrutura quimica da Terpiridina (Tpy).
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O benzotiofeno € um composto orgéanico aromatico com férmula molecular
CsHsS. Possui odor caracteristico, semelhante ao naftaleno. Ocorre como

constituinte de depdsitos relacionados ao petréleo, como o alcatrdo de linhita. Pode
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ser encontrado em drogas farmacéuticas, como raloxifeno, zileuton e sertaconazol.
Demonstra também ser um excelente precursor para rea¢gdes quimicas (KUHN et al.,
2011; SUN et al., 2011).

Alguns tetrahidro benzotiofenos (Bth) apresentam atividades biologicas
comuns como bactericidas, fungicidas, acaricidas e inseticidas, além de efeitos
antivirais, antitumorais, anti-inflamatérios, anti-histaminicos e analgésicos (KERI et
al., 2017). Um exemplo desse grupo €& a benzopirano [4,3-b] tiofeno-2-acido
carboxilico hidrazida (Bth) (Figura 4). Esses derivados também podem atuar como
inibidores da polimerase NS5B do virus da hepatite C. Por isso, se faz necessaria a
busca por combinagcdes analogas entre esses grupos ativos no intuito de desvendar

possiveis efeitos farmacoldgicos promissores (ABDALHA et al., 2011).

Figura 4. Representacao da estrutura quimica do Tetrahidrobenzotiofeno (Bth).

Em relacdo a 2,2'-Bipiridina, esta € um ligante cuja formula molecular é
CsH4N2. Solida e incolor, € comumente abreviada como bipy. A bipy € um dos varios
isdbmeros advindos da bipiridina. Sendo um quelante bidentado, é capaz de formar
complexos com varios metais de transicdo. Suas transi¢ées eletronicas séo
atribuidas a estados excitados de transferéncia de carga metal-ligante (MLCT). Este
tipo de transicdo € observada quando se tem complexos ligantes que possuem
orbitais T de baixa energia, principalmente ligantes aromaticos. Em outras palavras,
a transicdo ocorre em baixa energia e aparece no espectro visivel se o ion metalico
estiver em um estado de oxidagdo baixo, quando entdo, seus orbitais d estdo
proximos em energia dos orbitais vazios dos ligantes (ANJOMSHOA et al., 2019;
EREMINA et al., 2019).
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Complexos metalicos contendo ligantes bidentados, como o0 4-4’-Dimetoxi-2'-
2’-bipiridina (Dmb) (Figura 5) sdo de grande interesse no campo da quimica
medicinal, especialmente no quesito atividade antitumoral. Sua férmula molecular
em especifico € C12H12N202. Em geral, complexos compartilhados por este mesmo
grupo abrangem uma ampla capacidade de intercalacdo com o DNA, o que permite
acado ativa contra células neoplasicas. Além disso, estudos tém sugerido notoria
atividade antiparasitaria para este ligante (WILLET et al., 2001, WHEATE et al.,
2007; PAIXAO et al., 2020).

Figura 5. Representacdo da estrutura quimica da Dimetoxibipiridina (Dmb).

4 METAIS NA MEDICINA

O desenvolvimento de farmacos € um campo amplo que envolve diferentes
areas, incluindo estudos funcionais das proteinas, busca de inibidores, isolamento
de compostos com principios ativos e sintese de drogas de interesse. Com o rapido
crescimento e evolugao da industria farmacéutica, os compostos por coordenacao
tém se destacado (WHALEN et al., 2016).

Existem relatos do uso de metais no tratamento de doeng¢as ha mais de 5 mil
anos, porém sua utilizacdo na medicina foi impulsionada por Paul Ehrlich. Em 1909,
Ehrlich introduziu o primeiro quimioterapico no tratamento da sifilis, tendo como base
compostos arsénicos. O medicamento foi muito utilizado por muitos anos, até o
surgimento da penicilina (ANTMAN, 2001; CALVO, 2006; MORRISON, 2010).
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Estima-se que um terco das proteinas e enzimas do organismos demandam
ions metalicos como cofatores para a execugado de suas fung¢des biolodgicas (BENITE
et al.,, 2007). Os metais de transi¢cdo, por exemplo, exibem diferentes estados de
oxidacdo, o que permite interagirem com maior numero de moléculas negativas,
ampliando sua aplicagdo farmacoldgica. O avango cientifico tem demonstrado
progresso no uso de complexos metalicos como farmacos para tratar doencas
humanas, como carcinomas, linfomas, diabetes, infecgbes e desordens neuroldgicas
(WARRA, 2011). Muitos complexos apresentam efeitos que n&o sao observados ao
analisar seus ligantes isoladamente. Dessa maneira, suas propriedades bioldgicas
estdo relacionadas as combinacgdes estruturais resultantes (LAWRANCE, 2010;
PULLEN et al., 2021).

Alguns complexos metalicos potencializam processos especificos como oxi-
reducdo e hidrdlise, gerando atividade biolégica. Entretanto, como qualquer agente
quimico, os metais podem acarretar patologias (BENITE et al., 2007; MOUBEEN et
al., 2021). Portanto, as doses devem ser otimizadas pela modificacao estrutural dos
complexos, aumentando sua seletividade e reduzindo seus efeitos indesejados
(NDAGI et al., 2017). Dentre os principais medicamentos utilizados no combate ao
cancer estdo os farmacos provenientes da platina, como a cisplatina, carboplatina
oxaliplatina, lobaplatina, nedaplatina e heptaplatina (LIPPERT, 2013; SANTOS,
2014; ERXLEBEN, 2018).

E importante ressaltar que o Cu é um metal que se destaca por sua ag&o anti-
inflamatdria. Existem evidéncias de que os compostos de cobre podem exercer
funcdo protetora contra doengas reumaticas e ha relatos de que os sais ligados ao
carboxilato podem funcionar como agentes de protecdo contra radiacao (WEDER et
al., 2002; LIPPERT, 2013; SZCZEPANIAK; FICHNA, 2019). Sobre o Ni, este possui
papel bem definido no sistema biolégico. Durante o desenvolvimento uterino, por
exemplo, a baixa oferta deste metal prejudica intimamente o crescimento fetal. A
deficiéncia de Ni também acarreta alteracbes bioquimicas que reduzem a
reabsor¢cdo de Fe ocasionando alguns tipos de anemias. Vale lembrar ainda que o
Ni pode ser encontrado nos acidos nucléicos, especialmente no RNA. Acredita-se
que este metal esteja envolvido na fungdo e na estrutura de algumas proteinas
(SHARMA, 2013; KUMAR; TRIVEDI, 2016).

Sé&o notdrias as diferentes aplicagcbes dos complexos metélicos além da

atividade antitumoral. O uso dos metais no combate as inflamagdes crénicas e
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agudas, nos tratamentos e prevengdes de infec¢des e nos diagndsticos por imagem
tém sido cada vez mais comum na medicina atual. Propriedades unicas como
coordenacgado variada, diversidade estrutural e facil funcionalizacdo dos ligantes,
estados redox versateis e caracteres fotofisicos distintos podem produzir um grande
numero de complexos potencialmente terapéuticos (SANTOS, 2014; PRASAD et al.,
2021).
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1 INTRODUGCAO

O cancer esta entre as principais causas de mortes no mundo, sendo o
Cancer de Mama (CM) o mais frequente e responsavel por cerca de 685.000 &bitos,
anualmente (FERLAY et al.,, 2021; CAO et al.,, 2021). Tumores mamarios sao
heterogéneos e subclassificados molecularmente em trés subtipos principais:
Luminais, quando positivos para receptores de estrégeno (RE) e/ou progesterona
(RP), HER2- enriquecidos, quando superexpressam apenas o Receptor Tipo 2 do
Fator de Crescimento Epidérmico Humano e em Triplo-Negativos, quando n&o
expressam RE, RP e HER2 (TESTA et al., 2020).

Tumores luminais, quando RE-positivos, sdo elegiveis a terapia enddcrina.
Em geral, sdo tratados com terapia anti-hormonal/enddcrina que tem como alvo a
atividade do receptor ou a disponibilidade de estrogénio. Entretanto, € comum o
surgimento de mecanismos de resisténcia, podendo ocorrer de forma intrinseca,
presente no individuo antes do inicio de tratamento, ou adquirida durante o curso do
tratamento. Em pacientes, altos niveis de ESR2 correlacionam melhor sobrevida e
melhor resposta a tratamentos com Tamoxifeno (Tam) independente de ESRIT.
Porém, baixos niveis de ESR2 podem contribuir para a resisténcia a terapia
enddcrina. Estudos afirmam que a superexpressdo de ESR2 é observada em
tumores de mama pré-invasivos resistentes ao tamoxifeno e ESR2 parece ter efeito
negativo na transcricdo estimulada por ESR71 (THOMAS; GUSTAFSSON, 2011;
HAQUE; DESAI, 2019).

Embora os RE sejam um preditor de resposta a determinados tipos de
terapias, existe a necessidade de encontrar mais biomarcadores e novos alvos para
tratar tumores resistentes. Utilizando agentes que atuem na recuperacdo efetiva do
estado de saude do paciente, € possivel elevar as chances de sobrevida dos
acometidos (BALSA et al.,, 2020; HAQUE; DESAI, 2019). Metais de transicdo se
destacam e tém sido, de fato, amplamente explorados no tratamento de diferentes
tipos de cancer, incluindo mama, colon e pulmé&o (NDAGI et al., 2017).

Metais como Cobre (Cu) e Ni (Niquel) sdo elementos essenciais ao
metabolismo e a processos fisiologicos normais (ZUGHAIBI et al., 2020; TABREZ et
al., 2022). Em tumores, Polloni et al. (2019) e Sousa et al. (2020) demonstraram que

se ligam ao DNA, induzindo sua clivagem, ativando a apoptose, aumentando a



65

producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e alterando o ciclo celular.
Contudo, sua capacidade em reverter a resisténcia terapéutica, sobretudo de células
tumorais mamarias resistentes a Tamoxifeno foi pouco explorada.

Por esta razdo, o presente estudo objetivou avaliar os efeitos de cinco
prototipos metalicos, de Cu ou Ni, utilizando como ligantes: 1,10-fenantrolina (Fen),
2,2".6' 2"-terpiridina (Ter), benzopirano [4,3-b] tiofeno-2-acido carboxilico hidrazida
(Bth) e 4-4’-Dimetoxi-2’-2’-bipiridina (Dmb) em células de CM, principalmente nas

células de CM luminal resistente a Tamoxifeno.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Sintese e Preparagdao dos Complexos Metalicos

Os cinco complexos metalicos foram sintetizados conforme a metodologia
descrita por Almeida (2015) e Sousa (2020). Os compostos testados séo
coordenados por dois ligantes que estdo ligados a uma molécula de Cu ou Ni. As
estruturas dos complexos (Figura 1) estdo a seguirr Complexo |
([Cu(Bth)(Dmb)]JNO3)2, Complexo Il ([Cu(Bth)(Fen)]NO3)2, Complexo Il
([Cu(Bth)(Tpy)](NQO3)2), Complexo IV ([Ni(Bth)(Bth)]NOs)2) e Complexo V
([Ni(Bth)(Dmb)NOs3)2. Previamente, a analise elementar foi realizada a fim de se
avaliar a pureza dos complexos. Para realizagdo dos experimentos, 0s compostos

foram diluidos em Dimetilsulféxido (DMSQ) a uma concentragéo de 0.5%.

Figura 1. Representacdo das estruturas quimicas dos complexos metalicos testados.
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2.2 Docking Molecular

O estudo da interagdo molecular dos complexos com o DNA foi realizado
utilizando o molde de DNA duplex (PDB ID: 1BNA), cuja estrutura esta disponivel no
banco de dados Protein Data Bank (ww.rcsb.org/pdb). A simulagdo do docking foi
aplicada pelo AutoDock 4.2, o qual calcula a probabilidade de interagdo de cada
complexo metalico com a molécula de DNA modelo (The Scripps Researchlnstitute,
La Jolla, CA, EUA) (MACINDOE et al., 2010). A principio, as moléculas de agua
foram removidas e os atomos de hidrogénio polar, cargas parciais do atomo unido
de Kollman e desenhos parciais de Gasteiger foram adicionados ao BNA como alvo,
usando o programa AutoDock. A estrutura dos complexos foi esbocada pelo
programa ChemDraw e a energia minimizada e convertida para o formato PDB por
meio do software Mercury (Http://www.ccdc.cam.ac.uk/) (ZEHRA et al., 2019).

Ferramentas MGL 1.5.6 presentes no AutoGrid4 e AutoDock4 foram
empregadas para configurar e realizar calculos do docking entre os complexos de
Cu e a sequéncia de DNA (MORRIS et al.,, 2008). Por fim, algoritmos genéticos

lamarckianos foram utilizados para realizagdo dos calculos de encaixe, conforme
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implementados no AutoDock. As estruturas moleculares foram otimizadas pelo
UCSF Chimera 1.4 e as imagens produzidas pelo PyMol (SHAHABADI et al., 2017).

Nas simulac¢des do docking, foram estipuladas pelo programa 100 ancoragens
para cada complexo, sendo selecionadas as conformacdes de menor energia de
encaixe. As interagcbes do DNA com os complexos foram avaliadas usando UCSF
Chimera (MALEKSHAH et al., 2019). Posteriormente, a analise de cluster foi
realizada usando tolerancia de raiz quadrada média (RMS) de 0,5A, e as
coordenadas iniciais do ligante foram usadas como referéncia (SHAHABADI et al.,
2017).

2.3 Linhagens de Células

Para realizagdo dos experimentos, foram utilizadas trés linhagens mamarias
adquiridas do ATCC: (i) MCF-10A (CRL-10317) nao tumorigénica, cultivada em meio
DMEM/F12 (Gibco) suplementada com o fator de crescimento epidérmico humano
(EGF) (5ng/mL), hidrocortisona (0,25ug/mL), insulina (10mg/mL); (ii) MCF7 (HTB-
22), tumoral e RE-positiva, cultivada em RPMI-1640 (Gibco) e (iii) MDA-MB 231
(HTB-26), tumoral triplo-negativa, cultivada em L15 (Gibco). As células resistentes a
Tamoxifeno (MCF7/TAM) foram estabelecidas por nosso grupo de pesquisa apds
exposicéo persistente ao hormonioterapido (BRANDAO et al., 2022), sendo cultivada
em RPMI-1640 (Gibco) sem vermelho de fenol. Todos os meios foram
suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB) e gentamicina (50 pg/mL).
Todas as linhagens foram mantidas em um incubador umido a 37°C. Apenas a
linhagem MDA-MB 231 foi privada de 5% de CO2. Apds atingirem a confluéncia de

80%, as células foram utilizadas nos devidos ensaios.

2.4 Viabilidade celular e indice de seletividade

As células tumorais e ndo-tumorais utilizadas para o ensaio MTT (brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2)-2,5-difeniltetrazdlio) foram cultivadas em 100 uyL de meio
correspondente usando placas de 96 pocos. A densidade utilizada por pog¢o variou
conforme a linhagem, sendo padronizado 1,5x10* de células para MCF10A, 5x103
para as linhagens MCF7 e MCF7/TAM e 1,5x104 para MDA-MB 231. Conduzido o

plagueamento, realizou-se o tratamento das células com o0s complexos nas
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concentracbes de 0.05, 0.25, 1.25, 6.25, 31.25 e 156.25 uM. Cada tratamento foi
realizado em triplicata e os controles incluiram células nao-tratadas (controle de
viabilidade) contendo somente meio de cultura e células tratadas com DMSO (Sigma
Aldrich, Brasil Ltda, Lote: SHBM4137). Todas as placas foram incubadas a 37°C e
0s experimentos conduzidos por 24 e 48h quando, entéo, foi adicionado o reagente
MTT (10% p/v) durante 4h. Apds esse tempo, o sobrenadante foi descartado e 200
ML de DMSO foi pipetado nos pogos. Os valores de densidade 6ptica (DO) foram
obtidos por meio do equipamento ELISA Reader (TermoScientific, Multiskan FC),
considerando absorvancia de 570nm.

A concentrac&o inibitéria de 50% das células (IC50) foi calculada para cada
linhagem e utilizada na determinag&o do indice de seletividade (IS). Os resultados
foram expressos pela porcentagem de viabilidade em relagédo ao controle conforme

a seguinte férmula:

S Aa - (Absc - Absm)
Viabilidade Celular (IC50) = Admso - (Absc - Absm) X100

Aa = Absorbancia da amostra; Absc = Absorbancia do controle de viabilidade (células ndo

tratadas); Absm = Absorbéancia do controle negativo (pogos apenas com meio de cultura);

Admso = Absorvancia do controle de diluente (células tratadas com DMSO).

Os valores capazes de inibir em 50% a viabilidade (IC50) foi calculado e o
indice de seletividade (IS) definido a partir da razéo do IC50 das células tumorais
sobre 0 a linhagem nao-tumorigénica Valores de IS = 2 foram considerados
significativos (SUFFNESS; PEZZUTO, 1990).

2.5 Isolamento de RNA e sintese de cDNA

Inicialmente foram plaqueadas células MCF7 e MCF7/TAM em placas de 12
pocos a uma densidade de 5x10° O RNA foi extraido apds 48h de tratamento,
utilizando a concentragéo de 0,33 uM do Complexo Il (referente a metade do valor
do IC50). Foi utilizado o reagente Trizol (Life Technologies) e seguidas as
recomendagdes do fabricante. O rendimento e a pureza do RNA foram
estabelecidos usando NanoDrop (Thermo Fisher Scientific). Na transcricdo reversa,
2 g de RNA total foi desnaturado a 70°C por 5 min, resfriado em gelo por 5 min e

adicionado a uma mistura contendo 10 yL de GoScript Reverse Transcription
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Oligo(dT) (A2791, Promega). As amostras foram incubadas em termociclador
ProFlex PCR System (Applied Biosystem, EUA) e as condi¢des utilizadas foram
25°C por 5 min, 42°C por 60 min e 70°C por 15 min. O cDNA foi armazenado a -

20°C para posterior amplificagéo.

2.6 Ensaios de qPCR

As anadlises foram conduzidas em termociclador StepOnePlus™ Real Time-
PCR (Applied Biosystems, EUA) e quantificados os genes alvo ESR71 (Receptor de
Estrogénio a), ESR2 (Receptor de Estrogénio B) e AR (Receptor de Androgeno). O
gene B2M (Anticorpo Monoclonal AntiB-actina) foi utilizado como referéncia. Os
primers utilizados estdo descritos na Tabela 1. As reacdes foram preparadas um
volume final de 10 pL, incluindo cDNA, primers e SYBR Green Real-Time PCR
(Applied Biosystems). As condi¢des de ciclagem foram: desnaturagéo de 95°C por 1
min, seguido de 45 ciclos com desnaturagdo a 95°C por 15 s e
anelamento/amplificagéo a 60°C por 1 min. A expresséo relativa de cada mRNA foi

calculada pelo método Cq comparativo apds otimizagéo da curva padrédo relativa:

Tabela 1. Sequéncias de primers utilizados nos ensaios de qPCR.

Gene Sequéncia (5'- 3")

g2M  F CCT GCC GIG TGAACCATG T
R’ GCG GCA TCT TCAAAC CTC C
AR F CAT GTG GAA GCT GCA AGG TCT
R’ GTG TAA GTT GCG GAA GCC AGG
ESR1 F CTAACT TGC TCT TGG ACA GGA AC
R’ GAT TTG AGG CAC ACA AAC TCC TC
ESR2 F GGG AAT GGT GAA GTG TGG CT
R’ TCA TGT GTA CCA ACT CCT TGT CGG

B2M (Anticorpo Monoclonal Anti-B-actina), AR (Receptor de Andrégeno), ESR1 (Receptor de
Estrogénio a) e ESR2 (Receptor de Estrogénio B)

2.7 Western Blotting

Apés plaqueamento das células MCF7 e MCF7/TAM utilizando uma
densidade de 3x10°f, estas foram tratadas com o Complexo Il a 0,33 uM por 48
horas. Apds este periodo, as proteinas foram extraidas com solu¢do tampao
contendo 50 mM Tris-HCI pH 8,0, 150mM de NaCl, 0,25mM de EDTA pH 8,0, 1% de
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Triton® X-100, 7uL B-mercaptoetanol, 4mL de glicerol, 50 mM de NaF e coquetel
inibidor de protease (Sigma Aldrich). As proteinas foram quantificadas pelo método
de Bradford (1976) e resolvidas (20 ug para a marcagéo de Bc/2 e 40 ug para
Caspase 3) em gel SDS-PAGE 12%. Como normalizador foi utilizado a B-actina.
Apds a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose de 0,22 um (Bio-Rad Laboratories), as quais foram bloqueadas por xxx
horas com leite desnatado 5% solubilizado em tampéao Tris salino com Tween 20
(TBS-T). Posteriormente, as membranas foram incubadas com os anticorpos
primarios anti-Bc/2 (1:2000 — Cell Signaling Technology e anti-Caspase 3 (1:1000 —
Cell Signaling Technology) por 14 horas. No dia seguinte, lavou-se a membrana com
TBS-T por 5 vezes para a incubagédo com o anticorpo secundario anti-mouse (1:5000
— Sigma Aldrich) conjugado com HRP (Peroxidase de rabanete). As membranas
foram, entdo, visualizadas com reagentes de detecgé&o de quimioluminescéncia (ECL
Ge Healthcare Life Sciences) em filmes autorradiograficos (GE Healthcare). Apos
incubagcdo com tampéo de Stripping 1x, as membranas foram marcadas com o
anticorpo primario anti-B-actina por 2 horas (1:3000- Sigma Aldrich) e revelados

conforme descrito anteriormente.

2.8 Andlise de EROs por citometria de fluxo

A liberagcéo de EROs foi mensurada com sonda ndo-fluorescente de diacetato
de 2,7-diclorofluoresceina (DCFH-DA) (Sigma Aldrich, Darmstadt, GER).
Inicialmente, células MCF7/TAM (1x10°) foram semeadas em placas de 6 pogos.
Apbs aderéncia, foi realizado pré-tratamento com N-Acetilcisteina 10mM (NAC) para
confirmar relagéo entre citotoxicidade e possivel inducédo de EROs. Depois de 30
min, os pog¢os foram tratados com Complexo lll, utilizando concentracbes de 0.33 e
0.66 uM. As células foram incubadas a 37°C por 48h, lavadas com PBS,
centrifugadas e o pellet ressuspenso para incubacdo com sonda (20 puM) por 30 min
a 37°C na auséncia de luz. A intensidade da fluorescéncia foi detectada pelo
citbmetro de fluxo Cytoflex (Backman Coulter) e os dados analisados no software

Kaluza (verséo 1.5).
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2.9 Analises Estatisticas

Foram realizados trés ensaios independente em ftriplicata, os resultados
apresentados com média + desvio padrdo e os dados analisados no programa
GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc.). Apds confirmacéo da distribuicéo
normal dos dados pelo teste Kolmogorov—Smirnov, as diferengas estatisticas para o
teste de citotoxicidade foram determinadas por variancia unidirecional (ANOVA) e
teste de Tukey HSD post hoc. O IC50 foi definido a partir da regress&o n&o linear
relacionando a porcentagem de viabilidade celular em funcdo do logaritmo das
concentragOes testadas. Para os ensaios de RT-gPCR e Western Blot foi utilizado o
teste t. Finalmente, para os ensaios em citometria de fluxo, foi empregado ANOVA e
teste de Dunnet HSD post hoc. Os dados foram considerados estatisticamente

significativos quando p<0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Docking Molecular

Estudos de docking molecular so importantes na compreensao de interagdes
moleculares (DHAHAGANI et al., 2018). O uso de softwares de acoplamento, como
o AutoDock Tools 4.2, permite prever os tipos de ligacdo que ocorrem fornecendo
informacgbes importantes sobre diferentes complexos com potencial terapéutico
(SHAHABADI et al., 2017). Neste trabalho, as ancoragens moleculares in silico
foram realizadas para compreender as provaveis interagdes entre os complexos e 0
DNA, predizendo a energia de ligacdo (AG) das moléculas em estudo com o
dodecédmero de DNA duplex de sequéncia CGCGAATTCGCG (PDB ID: 1BNA)
(MALEKSHAH et al., 2019).

Para cada complexo, foram realizadas 100 docagens, as quais foram
selecionadas a partir dos valores de AG, ranqueados pelo préprio programa (MENG
et al, 2011; ABDOLMALEKI et al., 2021). Todos os complexos testados
apresentaram preferéncia pelas regides dos sulcos menores de DNA (Figura 2).

Compostos que interagem diretamente com os sulcos de DNA desempenham papel



72

crucial no desenvolvimento de agentes antitumorais, uma vez que podem influenciar
a expressao de genes (ALl BHATTACHARYA, 2014; VARDEVANYAN et al., 2018).

Figura 2. Arranjos geométricos de docking molecular dos complexos metalicos de Cu e Ni.

Complexo | Complexolll

Para os complexos avaliados nesse estudo, os valores de AG estdo
apresentados na Tabela 2. As pontuagbes obtidas in silico indicam alta probabilidade
de interagdo com o DNA molde (HALEEL et al., 2014, NOORUSSABAH et al., 2020),
uma vez que os valores de AG sao inversamente proporcionais, ou seja, quanto
menores, maior a afinidade entre as moléculas (KITAMURA et al., 2014). Além
disso, observou-se que as ligacbes intermoleculares entre os complexos € o DNA se

deram por meio de ligacdes de hidrogénio (H) e ligacGes hidrofébicas. As ligacdes
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de H estiveram presentes nos seguintes residuos de DNA: Complexo | dA18 e dC9;
Complexo Il dC9 e dG10; Complexo Ill dC9 e dG 10; Complexo IV dC9 e dA18; e
Complexo V dC9 e dA18. Nesse tipo de ligagéo ocorre o fendmeno de otimizacgéo e
minimizacdo do encaixe molecular, processo no qual se previne o colapso entre
ligante e alvo. Em outras palavras, a estabilidade dos ligantes no sitio-ligagao
permite uma melhor afinidade de ligacdo entre as moléculas € consequentemente
aumenta a eficacia do medicamento (SASTRY et al., 2013; SALO-AHEN et al,
2021).

Tabela 2. Principais parametros de docking molecular dos complexos metalicos de Cu e Ni.

Residuos de

Complexo Energia de Residuos de DNA

. . i Sulco de DNA que . .
Proteina Ligagao Livre - ~ . . que interagiram por
. - Ligagao interagiram por : . —_
Ligante Estimada AG I ~ ligagao hidrofébica
igacdes de H
dA17,dC11, dG10,
I -12.73 kcal/mol Sulco menor dA18, dC9 dG16, dT7,dT8, dT20,
dT19
Il -12.61 kcal/mol Sulco menor dC9, dG10 dT7,dT8,dT19, dT20
I 11.69 kcalimol  Sulco menor dco, dG10 dA18,dT7, dT8, dT19,
dT20
dA18,dC11,dG12, dT8,
v -14.99 kcal/mol Sulco menor dC9, dG10 dT19, dT20
dA17,dC11, dG10,
\ -12.77 kcal/mol Sulco menor dC9, dA18 dG16, dT7,dT8, dT19,
dT20

Vale destacar também as interagdes hidrofébicas que ocorreram: Complexo |
dA17, dC11, dG10, dG16, dT7, dT8, dT20, dT19; Complexo Il dT7, dT8, dT19, dT20;
Complexo Il dA18, dT7, dT8, dT19, dT20; Complexo IV dA18, dC11, dG12, dT8,
dT19, dT20; e Complexo V dA17, dC11, dG10, dG16, dT7, dT8, dT19, dT20. As
ligacdes hidrofébicas também s&o pecas-chave na estabilizagdo dos ligantes em um
ambiente dotado de estruturas proteicas. Assim como ocorre nas ligagdes de H, os
ions metalicos otimizam as interagdes hidrofobicas aumentando a afinidade de
ligacéo e a atividade bioldgica de moléculas complexas (PATIL et al., 2010; SALO-
AHEN et al., 2021).

Embora as ligagdes de H sejam um forte indicativo para a selecdo de
moléculas com alta estabilidade e passiveis de se tornarem farmacos, tal par@metro

ndo pode ser considerado isoladamente. E importante considerar interacdes
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estéricas (gauss1, gauss2 e repulsdo), hidrofobicidade e numero de ligacbes
rotacionaveis entre atomos (TROTT; OLSON, 2010). Ademais, as ligagbes de H
podem variar conforme 0 meio em que se encontram. Quando em ambiente neutro
(pH 7), uma unica ligacdo € considerada fraca, ao passo que em meio basico ou
acido a ligacéo pode apresentar-se mais forte. Sendo assim, as interagbes quimicas
nos sistemas bioldgicos variam de acordo com o estado de ionizagao do ligante e da
macromolecula (HUNT et al., 2015; FREITAS; SCHAPIRA, 2017; PANTSAR; POSO,
2018).

Diversas drogas com ac¢do antitumoral se ligam ao DNA. Ja foi descrito que
complexos de Cu apresentam capacidade de interacdes especificas com o DNA
causando danos e conferindo atividade citotoxica que direcionam a morte celular
(SANDHAUS et al., 2016). Estudos também demonstram que complexos de Ni com
geometria quadrado planar tém preferéncia por se associar aos sulcos menores em
locais ricos em A e T (YILMAZ et al., 2016). Além disso, complexos com ligantes
heterociclicos planares s&o eficientes e com mais afinidade ao DNA do que os
ligantes livres (DESBOUIS et al., 2012; BARONE et al., 2013).

Dentre os ligantes utilizados na sintese dos complexos, 0 Dmb, em | e V,
alonga, enrijece e desenrola a dupla hélice (BARRA; NETTO, 2015). A Fen,
presente em Il, € uma nucleasse artificial (PAGES et al., 2015; LOPES et al., 2018) e
a Tpy, incluida em lll, pode desempenhar fungdo dupla como catalisador quimico e
regulador da estrutura catalitica do DNA, facilitando e acelerando suas reacdes (LI et
al., 2015).

Referente aos complexos de Ni, Anjomshoa et al. (2019) avaliaram dois
compostos a base deste metal, contendo em sua composi¢éo o ligante Dmb. Os
estudos revelaram que ambos 0s complexos apresentaram afinidade pelos sulcos
do DNA interagindo com diferentes nucleotideos. Um dos complexos demonstrou
ainda sofrer intercalacao parcial. Além disso, ambos exibiram clivagem oxidativa de
DNA plasmidial na presenca do perdxido de hidrogénio como seu ativador. Isso
justifica a citotoxicidade in vitro observada nas linhagens MCF7, HT-29 e U-87.

Diante de todos os dados, a ancoragem molecular realizada pelo AutoDock
sugere que o0s cinco complexos interagiram com o DNA. Em relagdo a ordem
crescente de probabilidade de ancoragem, baseada na melhor pontuacdo, foi
observada a seguinte ordem para os complexos: IV>V>I>[lI>]l. Todos 0s compostos

apresentaram preferéncia de intercalagdo pelo sulco menor do DNA molde. Vale
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lembrar que a docagem molecular permite a compreensao qualitativa acerca da
atuacdo da molécula, mesmo nado havendo a identificagdo e mensuragao
quantitativa (MENG et al., 2011; PANTSAR: POSO, 2018; PRIETO-MARTINEZ et
al., 2018).

3.2 Viabilidade Celular, Valores de IC50 e IS

A citotoxicidade dos complexos de Cu e Ni sobre linhagens mamarias foi
avaliada por meio de ensaios de MTT. Nos experimentos, foram testadas
concentracdes de 0,05, 0,25, 1,25, 6,25, 31,25 e 156,25 uM. Embora os complexos
de Cu tenham demonstrado mais citotoxicos em relagdo aos de Ni, ambos
apresentaram efeito dose-dependente quanto a viabilidade celular. Além disso, €
possivel verificar que os efeitos celulares diferiram entre os tempos de tratamento.
Isso mostra o papel do metabolismo em resposta aos agentes quimicos. Em geral,
quanto maior o tempo de exposi¢ao das células a esses compostos, mais grave € 0
dano oxidativo, levando, entdo, a apoptose (HAZEKAWA et al., 2019; REDZA-
DUTORDOIR; AVERILL-BATES, 2016 ZAAL; BERKERS, 2018; PIZZINO et al,
2017). Ao mesmo tempo, alguns metabdlitos de agentes antitumorais podem alterar
a eficacia terapéutica da droga (EDWARDSON et al., 2015).

Farmacos com base metalica sdo comumente caracterizados pela notéria
capacidade de reagir com biomoléculas e gerar metabdlitos ativos (WANG et al.,
2015; LISTON; DAVIS, 2017). No caso dos complexos de Cu, estes podem se ligar
aos atomos de oxigénio e perdxido de hidrogénio, gerando EROs que levam ao
dano oxidativo do DNA, lipidios e proteinas (SLATOR et al., 2018). Complexos de Ni
também podem expressar mecanismos oxidativos por rea¢des de acoplamento
cruzado entre carbono ou por catalise (KLEIN et al., 2016; BOROS et al., 2020).

Na Tabela 3 estdo os valores de IC50 e o IS para os tratamentos com os
cinco complexos. Comparado a linhagem controle MCF10A, o Complexo | foi mais
ativo na linhagem MCF7, principalmente apds 48 horas. Enquanto isso, 0 Complexo
[l foi igualmente citotdxico a todas as linhagens. Ja para o Complexo lll, as linhagens
tumorais apresentaram maior sensibilidade apds 48 horas de tratamento, com
especial destaque a linhagem MCF7. Para o Complexo IV, a viabilidade das
linhagens tumorais se manteve acima de 50% nos periodos de 24 e 48 horas,

exceto quando tratadas com a maior concentracdo da substancia. Finalmente, em
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relacdo ao Complexo V, também nao foi observada atividade citotdxica para as
linhagens mamarias. Apesar do Complexo | ter apresentado um IS para a linhagem
MCF7 de 4,44 apds 48 horas de tratamento, o IS do Complexo lll para essa mesma

linhagem foi de 10,8, o que direcionou os experimentos conduzidos posteriormente.

Tabela 3. Concentracdo necessaria dos Complexos |-V para inibir a viabilidade das células
mamarias em 50% (IC50). Também se encontra apresentado o respectivo indice de
seletividade (SI).

24h 48h
1Cs0 (SI)
MCF10A MCF7 MDA-MB-231 MCF10A MCF7 MDA-MB-231

Complexo | 34.26 11.47 (2.98)  47.42(0.72) 31.50 7.11 (4.44) 65.6 (0.48)
Complexo Il 12.22 7.87 (1.55) 6.62 (1.84) 7.22 5.71(1.26) 5.33(1.07)
Complexo III 72.16 7.29 (9.89) 7.29 (6.00) 9.73 0.90 (10.8) 6.33 (1.53)
Complexo IV 75.89 NA NA 33.94 NA 99.8 (0.34)
Complexo V 31.29 19.39 (1.61)  96.40 (0.32) 37.25 125.3(0.29)  110.0 (0.33)

NA: ndo ativo na faixa de concentragéo avaliada. Os valores de |IC50 sdo expressos em
micromolar (uM) e foram calculados por meio da regresséo nao linear obtida pelo GraphPad
Prism 8.0. O indice de seletividade foi determinado utilizando a raz&o entre o IC50 da
MCF10A e o IC50 da linhagem de células cancerigenas.

Alguns complexos de Cu(ll) ja se mostraram citotdxicos a células tumorais de
CM. O complexo bis [(u2-cloro) cloro (1,10 fenantrolina) cobre (ll)], por exemplo,
apresentou atividade antitumoral contra linhagens celulares B16, MDA-MB 32, A549,
HT-29 e SF, com valor médio de IC 50 de 1,15 uM, em comparagéo com 16,3 uM
para a cisplatina. A atividade do complexo foi atribuida a moderacédo adequada do
Cu as células tumorais com o auxilio da Fen, levando a inibi¢do do proteassoma e
elevacao do dano oxidativo intracelular (MROUEH et al., 2015). O ligante misto de
cobre (I), [Cu(tdp)(Fen)]+) também foi capaz de controlar as linhagens tumorais
MCF7 e MDA-MB 231, se mostrando seletivo, induzindo apoptose e necrose (LI et
al., 2019). Também constituido pela Fen, o Complexo Il se mostrou citotdéxico as
linhagens estudadas, com IC50 = 6,62 e 5,33 para a MDA-MB231 apds 24 e 48
horas, respectivamente e IC50 = 7,87 e 5,71 para a MCF7 apds 24 e 48 horas,
respectivamente.

Um outro complexo de Cu (Cu (SBCM)2) avaliado por Foo et al. (2019), foi

capaz de induzir a parada do ciclo celular e a apoptose em células MCF7 deficientes
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em Caspase 3, possivelmente por meio da ativacdo de p53. Também foi observado
que antioxidantes aumentam a citotoxicidade do Cu (SBCM)2 as células MCF7,
agindo sobre a topoisomerase |, 0 que necessita ser avaliado em nosso estudo.
Adicionalmente, o ligante Bth, presente em todos os complexos, atua como
Modulador Seletivo do Receptor de Estrogénio (MSRE), o que justifica a maior
sensibilidade das células MCF7. O Bth também apresenta efeito antiproliferativo,
demonstrando capacidade de inibigao da polimerizagao da tubulina e parada do ciclo
celular (KERI et al., 2017). Isso explicaria a predisposicao dos nossos compostos a
reduzir a viabilidade celular.

No tratamento das linhagens, o Complexo Il (Bth acrescido de Tpy), revelou
ser 0 mais promissor, principalmente contra a MCF7. Corroborando com os
resultados de Karges et al. (2021), compostos com a presenca do ligante Tpy
tiveram efeito celular correspondente a cisplatina, tornando as espécies avaliadas
potencialmente uteis para tratar canceres resistentes. Rajalakshmi e colaboradores
(2012) avaliaram o complexo [Cu(meotpy)(dmp)](NOz)2em MCF7. No estudo, o valor
de IC50 foi de 6,25 uM. Comparativamente, nossa IC50 foi menor considerando o
tempo de 48 horas. O mesmo estudo sugere que as ligagbes de H presentes nas
bases de DNA, interagindo com os atomos de N e grupos NH, no substituinte de
Tpy, provocam clivagem hidrolitica do DNA elevando os niveis de citotoxicidade.
Além disso, ensaios prévios de interagdo do complexo com DNA sugerem que o [Cu
(tpy) fenazina (dppz)]** se insere nos pares de bases do DNA com seu anel
aromatico conjugado estendido de dppz. Gragas a essa conformacéo, o complexo,
em consonancia com o0s nossos resultados, se revelou um potente agente
antitumoral contra células MCF7, com valor de IC50 de 4,57 uM. Tal resultado
mantém forte correlacdo com sua propriedade de ligacdo ao DNA (ABDI et al.,
2012). Portanto, apesar de nao apresentado a maior pontuacdo nas analises in
silico, o Complexo lll foi 0 mais seletivo a linhagem MCF7, potencialmente aplicavel
como um MSRE devido a presenca do Bth e potencialmente aplicavel no tratamento

de linhagens resistentes a presenca de Tpy.

3.4 Tratamento da linhagem MCF/TAM com o Complexo Il

Nesse momento, foi incluida no estudo a linhagem MCF/TAM resistente a

Tamoxifeno estabelecida por nosso grupo de pesquisa e avaliada a citotoxicidade do
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Complexo Ill a essas células (Figura 3). Interessantemente, o Complexo Il foi ainda
mais ativo nessa linhagem, com efeito dose-dependente com IC50 de 4,46 e 0,66
MM nos tempos de 24 e 48h, respectivamente (Figura 3A). Ademais, a seletividade
foi ainda mais evidente, com valores de 16,2 e 14,7 nos tratamentos de 24 e 48h,
respectivamente (Figura 3B). Essa atividade citotoxica otimizada sobre as células
tumorais pode resultar na consequente minimizagdo de efeitos adversos
(NUSSBAUMER et al., 2011).

Figura 3. Efeito do Complexo lll na viabilidade celular de células MCF7 resistentes ao
tamoxifeno. (A) Células MCF7/TAM foram tratadas com concentragbes crescentes (0 —
156,25 uM) de Complexo lll por 24 ou 48h e a viabilidade celular foi determinada pelo
ensaio MTT. (B) Valores de IC50 para Complexo Ill contra MCF10A, MCF7 e MCF7/TAM. A
reducéo de IC50 vezes foi determinada como a raz&o do IC50 para MCF10A ou MCF7 para
0 IC50 para a linha celular MCF7/TAM.
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A redugéo do IC50 foi determinada como a razdo do IC50 para MCF10A ou MCF7 em
relagéo ao IC50 para a linhagem celular MCF7/TAM.

Pouco se sabe ainda sobre os efeitos do Cu em linhagens de CM RE-
positivas. No estudo de Hu e colaboradores (2018), foram avaliados diferentes
complexos conjugados de Platina (Pt) associados ao tamoxifeno (Pt), utilizando

como modelo linhagens RE-positivas. Todos os complexos resultantes mostraram
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citotoxicidade consideravel as linhagens A2780 e MCF7, também com menores
valores de IC50 para as células MCF7/TAM. Por outro lado, o Complexo lll se
mostrou ainda mais ativo e eficaz e, por isso, foram avaliados o0s possiveis

mecanismos moleculares associados a sua citotoxicidade.
3.5 Analise da expressao génica de receptores hormonais

A partir dos valores de IC50 observados para a linhagem MCF/TAM foi
avaliada a expressao dos transcritos de receptores hormonais (Figura 4). A linhagem
MCF7 também foi incluida no estudo. Foi estabelecida a concentragdo de 0,33 uM
(metade do IC50) para que os efeitos observados ndo sejam decorrente pela

expressiva morte das células.

Figura 4. Niveis relativos dos transcritos de receptores hormonais nas linhagens MCF7 e
MCF/TAM apo6s tratamento com Complexo Il por 48 horas. Os dados s&o expressos como
média  desvio padrio, n = 3. A significancia (* p < 0,05, ** p < 0,01) foi calculada pelo teste
t. ESR1. Receptor de estrogénio alfa, ESR2: Receptor de estrogénio beta e AR: Receptor de
andrégeno.
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Observou-se um comportamento oposto nas duas linhagens analisadas com
diminuicdo da expressdo de ESR71 e AR e aumento de ESR2 nas células MCF7, ao
passo que na MCF/TAM houve uma diminui¢do dos transcritos de ESR2 e aumento
de AR. Contudo, na linhagem resistente, as mudang¢as nos niveis de mRNA néo
foram superiores a 2 vezes. Portanto, se mostra evidente a atuacdo em diferentes
mecanismos do Complexo Il conforme o fendtipo da célula tumoral.

O ESR1, quando mutado e superexpresso pode resultar em
hipersensibilidade ao estrogénio, bem como em uma diminui¢do na sensibilidade ao
tratamento enddcrino induzindo vias de sinalizagdo do fator de crescimento
(SANTEN, 2002; JESELSOHN et al., 2015). Assim, na linhagem MCF7, a diminui¢ao
de ESR1 indica uma agédo antitumoral interessante e corrobora a capacidade de
seus ligantes em modular a expressdo de RE (RAHIM; O'REGAN, 2017;
GIOVANNELLI et al., 2018). Na auséncia de ESR1, o aumento da expressao de
ESR?2 inibe a proliferacdo horménio-dependente (HEVIR et., 2011; HALDOSEN et
al., 2014; GHALI et al.,, 2018) de modo que a modulacdo da expresséo desses
genes pelo Complexo Il favorece o controle dessas células mamarias
transformadas.

Quanto a expresséo do AR, sua agédo no CM ainda é controversa. Hickey e
colaboradores (2021) observaram em seu estudo que o receptor atua como
supressor tumoral em CM RE a-positivo. Em contrapartida, Giovannelli e sua equipe
(2018) observaram que embora a expressdo de AR esteja frequentemente
associada a um prognostico favoravel em CM ERa +, muitos achados sugerem que
altos niveis de AR podem conferir resisténcia terapéutica. Essas acbes opostas
podem depender da multiplicidade de proteinas que interagem com o AR.
Aparentemente, em células de CM ER-negativas o AR atua de forma mais
homogénea em comparagdo com células as ER-positivas. Nesses tumores, o
receptor demonstrou tendéncia ao aumento da proliferacdo celular (PIETRI et al.,
2016).

Na linhagem resistente, ndo foi observada expressiva alteragdo dos
transcritos o que sugere a acdo do Complexo Il por meio de outras vias de

sinalizacao celular. Portanto, investigamos seus efeitos na induc&o da apoptose.
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3.6 Expressao de Bc/2 e Caspase 3

Para avaliacdo de proteinas relacionadas a apoptose, foram realizados
ensaios de Western Blotting (Figura 5). Nas células MCF7 houve uma diminuigéo na
expressao de Caspase 3 clivada e um aumento de Bc/2. Na linhagem MCF7/TAM o
resultado foi inverso, com aumento de Caspase 3 e diminuic&o de Bc/2. Portanto, se
mostra evidente a modulagédo hormonal do Complexo Ill nas células MCF7 e uma
inducdo da apoptose na linhagem resistente, independente da expressdo dos
receptores.

Alguns complexos de Cu (Il) ja demonstram atuar sobre caspases iniciadoras
(8 e 9) e executoras (3 e 6), diminuindo, assim, o crescimento tumoral (SINGH et al.,
2020). Bcl2, por sua vez, possui acao antiapoptética (JIN et al., 2006; LUCANTONI
et al., 2021). Salimi (2015) e seu grupo de pesquisa avaliaram a correlagéo entre os
genes Bax/Bcl2 e perceberam que a menor expressdo do Bc/2 associada ao
aumento de Bax mediadas pelo composto [Cu(tptz)2](NOs)2 induziu a apoptose de
células MCF7. Contraditoriamente, o Composto lll avaliado em nosso trabalho
aumentou a expressao de Bc/2. Do mesmo modo, outros alvos devem ser avaliados
a fim de elucidar quais mecanismos podem estar atuando sobre a inibicdo e
seletividade sob as células tumorais. Assim, sugerimos o Complexo Il como
tratamento auxiliar ao Tamoxifeno para células responsivas e, quando resistentes,
esse mesmo complexo poderia ser utilizado para induzir a apoptose das células

tumorais.
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Figura 5. Niveis de expressdo das proteinas Caspase 3 e Bc/2 em células MCF7 e
MCF7/TAM apds o tratamento com Complexo Il por 48 horas. B-actina foi utilizada como
controle. Os dados s&o expressos como media + desvio padréo, n = 3. A significancia (** p <
0,01, *** p< 0,001, **** p < 0,0001) foi calculada pelo teste t.
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3.7 Produgao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs)

Diante dos resultados promissores sobre as células MCF7/TAM, foi realizado
0 ensaio de citometria para avaliar a produgédo de EROs apds 48 horas de
tratamento (Figura 6). Observa-se um aumento de EROs nas células tratadas, com
efeito dose-dependente, o que sugere a capacidade pré-apoptotica do Complexo I
nas células MCF7/TAM relacionada ao seu potencial redox. Percebe-se também que
o Nac 10mM isolado n&o foi capaz de induzir EROs e, quando associado ao
Complexo lll, hda uma reducé&o desses radicais livres. O perdxido de hidrogénio

(H202), utilizado como controle positivo, induziu expressivamente a produgéo de
EROs.
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Figura 6. Producédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) avaliada pela quantificagdo da
intensidade mediana de fluorescéncia de H2DCFDA por citometria de fluxo. As células
MCF7/TAM foram tratadas com Complexo Ill e Nac 10 mM. Os dados s&o apresentados
como média = desvio padrdo. *p < 0,05 e ***p < 0,0001. A comparacdo com o controle
negativo foi realizada por ANOVA one-way seguida de pés-teste de Dunnett.
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complexo de Cu(SBCM). esteja relacionado a producgéo de EROs intracelulares, pois
outros compostos de cobre também induziram a morte celular por alto estresse
oxidativo. Também sugerimos que potencial redox demonstrado pelo Complexo lli
decorra da reducgé&o do Cu(ll) a Cu(l). Vale lembrar que o Cu(l) participa de rea¢des
do tipo Fenton que geram EROs e podem causar danos a biomoléculas funcionais,
como proteinas, lipidios, DNA e RNA (JANSSON et al., 2010; MACHADO et al,,
2021).

4 CONCLUSAO

Todos os complexos apresentaram afinidade e possibilidade de interacéo ao
sulco menor do DNA nos estudos de docking molecular e o Complexo Il se mostrou
mais seletivo a linhagem de CM luminal. Quando utilizada linhagem resistente a
Tamoxifeno (MCF7/TAM) o Complexo Il se mostrou ainda mais ativos, com

menores valores de IC50.



84

Quanto aos mecanismos moleculares, 0 composto metalico regulou 0s niveis
transcricionais de ESR1, ESR2 e AR na linhagem MCF7, corroborando a
capacidade do ligante Tpy, presente em sua estrutura em modular RE. Ja na
linhagem MCF7/TAM houve ativacdo da via apoptética, com a diminuicdo da
expressao de Bcl/2 e aumento de Caspase 3 clivada, sugerindo a agéo independente
de hormédnio do Complexo Ill. Por fim, houve aumento de EROs nas células
resistentes.

Sendo assim, o candidato a farmaco eleito em nosso trabalho apresenta
grande potencial para tratamento complementar de tumores mamarios RE-positivos
e potencialmente ativo no CM resistente a Tamoxifeno. Entretanto, estudos
adicionais s&o necessarios, especialmente in vivo, para esclarecer os efeitos

sistémicos e anti-tumorais desse complexo de cobre.
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