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Resumo

O cancer se tornou uma das enfermidades que mais acomete pessoas em todo
mundo. Uma alternativa de tratamento amplamente utilizada é o uso de
quimioterapicos, contudo, estes medicamentos possuem varios efeitos colaterais,
0 que incentiva a busca por novas moléculas com maior eficacia e mais seguras
para o individuo. Deste modo, a utilizacdo de metalocomplexos parece ser bem
promissora, assim como, desvendar seus mecanismos de agao. O objetivo deste
trabalho, foi investigar as caracteristicas de ligagdo e efeitos citotoxicos de varios
metalocomplexos e analisar os mecanismos de a¢ao do complexo CUDOXPHEN.
Para isso utilizou, testes in silico como docking molecular e ensaios in vitro como
citotoxicidade, analise de ciclo celular, quantificacdo de espécies reativas de
oxigénio e bolsdes autofagicos e ensaio de apoptose e necrose. Os resultados
obtidos, mostraram uma baixa citotoxicidade de varios metalocomplexos e um
indice de seletividade ndo desejavel, contudo o complexo CUDOXPHEN
demonstrou moderada citotoxicidade para varios tipos tumorais. Além disso, tal
composto mostra uma significativa taxa de produgdo de espécies reativas de
oxigénio e de bolsdes autofagicos a medida que se aumenta a concentragao do
tratamento. Também é visto que o CUDOXPHEN possui a capacidade de reduzir o
crescimento de células tumorais e aprisionar as mesmas na fase G0-G1 do ciclo
celular. Os resultados negativos da maioria dos compostos testados mostram a
dificuldade em encontrar moléculas com capacidade antineoplasica, porém os
resultados do CUDOXPHEN se mostram promissores para a utilizacdo do mesmo
como um quimioterapico, embora, para estudos futuros deve-se melhorar a
seletividade do metalocomplexo ou analisar uma possivel forma de delivery capaz
de auxiliar no aumento de sua seletividade.

Palavras-chave: Docking molecular, autofagia, espécies reativas de oxigénio,

antitumoral, metais de transicao.
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Abstract

Cancer has become one of the diseases that most affects people around the world.
A widely used treatment alternative is the use of chemotherapy drugs, however,
these medications have several side effects, which encourages the search for new
molecules that are more effective and safer for the individual. Therefore, the use of
metallocomplexes appears to be very promising, as well as unveiling their
mechanisms of action. The objective of this work was to investigate the binding
characteristics and cytotoxic effects of various metallocomplexes and analyze the
mechanisms of action of the CUDOXPHEN complex. For this purpose, in silico tests
such as molecular docking and in vitro tests such as cytotoxicity, cell cycle analysis,
quantification of reactive oxygen species and autophagic pockets and apoptosis and
necrosis assay were used. The results obtained showed a low cytotoxicity of several
metallocomplexes and an undesirable selectivity index, however the CUDOXPHEN
complex demonstrated moderate cytotoxicity for several tumor types. Furthermore,
this compound shows a significant production rate of reactive oxygen species and
autophagic pockets as the treatment concentration increases. It is also seen that
CUDOXPHEN has the ability to reduce the growth of tumor cells and trap them in
the GO-G1 phase of the cell cycle. The negative results of most of the compounds
tested show the difficulty in finding molecules with antineoplastic capacity, however
the results from CUDOXPHEN show promise for its use as a chemotherapy drug,
although for future studies the selectivity of the metallocomplex must be improved
or analyzed a possible form of delivery capable of helping to increase your
selectivity.

Keywords: Molecular docking, autophagy, reactive oxygen species, antitumor,

transition metals.

vii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Porcentagem de acometimento e mortes dos principais tipos de céancer
no mundo em ambos os sexos. (GLOCBOCAM, 2020). Editada pelo autor. ......... 3

Figura 2 — Distribuicdo de casos e mortes dos principais tipos de cancer em todo
o0 mundo em ambos o0s sexos por continentes e suas regides (SUNG et al., 2021).

Editada pelo @ULOr. .......ooei e 4

Figura 3 — Representacéo esquematica de possiveis modos de interagdes
complexos-DNA (BARRA & NETTO, 2015)......ciiiiieiieeeecieiee e 17

Figura 4 — Estrutura quimica e tridimensional dos complexos ML33, ML34, ML42,

[{pee i) “ "

ML44 e ML52, respectivamente da letra “a” até letra “€”. .........ccccooeeviiiiiii. 26

Figura 5 — Estrutura quimica e tridimensional dos ligantes dos complexos ML33,
ML34, ML42, ML44 e ML52, respectivamente da letra “a” até letra “e”. ............... 27

Figura 6 — Estrutura quimica e tridimensional dos complexos [Pd(CPL)CI2] na
letra “a” e composto [PA(OFL)CI2] naletra “b”. ..o 28

Figura 7 — Estrutura quimica e tridimensional dos ligantes Ciprofloxacina (CPL)
letra “a”, e Ofloxacina (OFL) letra “D’. ......oooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 28

Figura 8 — Estrutura quimica e tridimensional dos ligantes dos complexos cis-
[PtCI2(4NH)2], cis-[PtCI2(4TF)2], cis-[PtCI2(BH)2], respectivamente da letra “a”
=) (<Y o PSP RRP 29

Figura 9 — Estrutura quimica e tridimensional dos complexos cis-[PtCI2(4NH)2],
cis-[PtCI2(4TF)2], cis-[PtCI2(BH)2], respectivamente da letra “a” até “c”. ............ 30

Figura 10 — Complexo ML57: Letra “a@” representa a estrutura quimica e
tridimensional do complexo ML57, letra “b” representa a estrutura quimica e

tridimensional do ligante do complexo MLS57............eiiiiiii i, 30

viii



Figura 11 — Complexo VHO1: Letra a representa “a” estrutura quimica e
tridimensional do complexo VHO1, letra “b” representa a estrutura quimica e

tridimensional do ligante do complexo VHO ..., 31

Figura 12 — Complexo CUDOXPHEN: Letra “a” representa a estrutura quimica e

letra “b” estrutura tridimensional. ... 32
Figura 13 — Interag&o entre ML33 com a molécula de DNA. .............ccccceiieiinis 39
Figura 14 — Interacédo entre ML34 com a molécula de DNA. ............cccoeeeiriinnnnnnn. 39
Figura 15 — Interacéo entre ML42 com a moléculade DNA. ............cccceeeevinnnnnnnn. 39
Figura 16 — Interacdo entre ML44 com a molécula de DNA. ..........ccccevvvvviiiennen. 40
Figura 17 — Interacdo entre ML52 com a molécula de DNA. ..........cccccvvvvvvvinnnenn. 40
Figura 18 — Interacéo entre ML57 com a molécula de DNA. ............cccoeeeevinnnnnnnn. 40
Figura 19 — Interacao entre CPL com a moléculade DNA. .............ooomiiieeeeeen. 41
Figura 20 — Interacdo entre OFL com a molécula de DNA. ............coovviviiiiiennnnn. 41
Figura 21 — Interacdo entre VHO1 com a molécula de DNA. ...........ccccvvvvvvvinnnnn. 41
Figura 22 — Interacédo entre PT4ANH com a molécula de DNA. ............cccoovevnnnnn.n. 42
Figura 23 — Interacéo entre PT4TF com a molécula de DNA. ...........cccccoeevinnnnnnen. 42
Figura 24 — Interacdo entre PTBH com a molécula de DNA. .........cccccvvvvvvieennen. 42
Figura 25 — Interacdo entre CUDOXPHEN com a molécula de DNA. ................. 43

Figura 26 — Ampliagéo da interagdo entre CUDOXPHEN-DNA mostrando as
ligacdes de hidrogénio como esferas verdes. ..o 43

Figura 27 — Grafico representativo da intensidade média de fluorescéncia da
marcagao de espécies reativas de oxigénio com H2DCF-DA na linhagem
tumorigénica MDA-MB-231........coo e 46



Figura 28 — Histogramas representativos das fases do ciclo celular de células
tumorigénicas MDA-MB-231 tratadas com diferentes concentracbes de
CUDOXPHEN (4 UM, 8 UM € 16 M).....eiiiiieeeeciiieee et 47
Figura 29 — Micrografia de epifluorescéncia, porcentagem de células MDA-MB-231
apoptéticas medidas por citometria de fluxo e histograma representativo do tipo de
morte celular induzida pelos tratamentos na linha celular tumoral MDA-MB-231 com
4 uM, 8 uM e 16 uM de CUDOXPHEN..........ooiiiiiiiiiiiieee e 48

Figura 30 — Grafico representativo da intensidade média de fluorescéncia da

marcagao dos vacuolos autofagicos com MDC na linhagem tumorigénica MDA-MB-



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Energia das interagdes entre metalocomplexos e a molécula de DNA,
numero de ligagdes de hidrogénio entre as interagdes, tipo de intercalagao e sulco
(o (=TT 01 (=1 7= (7= Lo TSP 38

Tabela 2 — IC50 e indice de seletividade (IS) dos metalocomplexos nas linhagens
U1 (] =T F= 1 S UPPPPTRR 44

Tabela 3 — IC50 e indice de seletividade (IS) do metalocomplexo CUDOXPHEN
nas linhagens Utilizadas. ... 45

Xi


file:///C:/Users/clari/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/UFU%20DOCUMENTOS/MESTRADO/DISSERTAÇÃO/Dissertação%20Clara.docx%23_Toc152101135
file:///C:/Users/clari/OneDrive/Área%20de%20Trabalho/UFU%20DOCUMENTOS/MESTRADO/DISSERTAÇÃO/Dissertação%20Clara.docx%23_Toc152101135

LISTA DE ABREVIATURAS

B16-F10 — Melanoma murino

CPL — Ciprofloxacina

DMEN — Meio Eagle modificado por Dulbecco

DNA — Acido desoxirribonucleico

DOX — Doxiciclina

DRE — Exame digital retal

EGF - Fator de crescimento epidérmico

EMT — Transigao epitélio mesenquima

FEMAMA — Federacgao Brasileira de Instituicdes Filantropicas de Apoio a Saude da
Mama

FEN ou PHEN — Fenantrolina

FIGO — International Federation of Gynecology and Obstetrics
GBM - Glioblastoma multiforme

HelLa — Tumor epitelial de colo de utero

HFF — Fibroblasto humano

HPV — Papiloma virus humano

IAP — Proteina inibidora apoptotica

IDH 1 — Isocitrato desidrogenase 1

ICs0 — Dose de 50% da viabilidade celular
INCA — Instituto Nacional do Cancer

Pl ou IP — lodeto de propideo

IS — indice de seletividade

MCF-10A — Tecido epitelial de mama
MDA-MB-231 — Tumor epitelial de mama
MDC — monodansilcadaverina

NIH-3T3 — Fibroblasto murino

OFL — Ofloxacina

OMS - Organizagado Mundial da Saude
PBS — Solugao salina tamponada com fosfato
PC-3- Tumor epitelial de prostata

PDB — Base de dados de proteinas

Xii



PNT-2 — Tecido epitelial de prostata

PSA — Antigeno prostatico especifico

RNA — Acido ribonucleico

ROS — Espécies reativas de oxigénio

RPMI 1640 — Roswell Park Memorial Institute
SFB — Soro fetal bovino

U-87 — Glioblastoma

UICC — Uniao Internacional Contra o Cancer
TNM — Tumor, nédulos linfaticos e metastases
VEGF - Fatores de crescimento endotelial vascular
VHO1 — cis-[Pt(hidrazona)2Clz]

Xiii



SUMARIO

1 INTRODUGAOD .......couiruireireirrissessessesessessessessessessessesssssesssssesssssesssssessessesssssssssssens 1
1.1 Cancer: Conceito € FOrmagao............ccoimmmmmemeinninnininnrrsesssss s 1
1.2 Cancer: Epidemiologia, diagnéstico e tratamentos ............ccccoovrrrrrrennnnnnnnn. 2
1.2.1 Céancer de pele: MelanOmMa@........ueeuueeeeeeeueeeeeeeseeeesnesesssenesssssssnmsssssennnsssnnnnns 8
[ A O g To=T o =30V = T £ = L 10
[ B O [ To=T o (=30 o (0 X1 = | - [ 11
1.2.4 CANCEI A€ COIO AE UHEIO cuveeeereeseeuecessieesrssesessssesssssssssssssssssssssssssssssssssnens 12
(V2SI €] To) o) = K] (0] 1 1= I 13
1.2.6 Quimioterapia € QUIMIOIEIAPICOS . ...ummmmeemeeemeeenenssmmnmsesnnnnnmnnsnssnnnsnsnnnsnmnnmnnnes 14
1.3 Compostos Metalicos: Metalocomplexos ..........ccccmmmmrmmmncinnnninnnnneesssssnn, 17
(IR 00T ] o) =3 (o X o L= o = 1 - T 18
(IR 00T 1] o) =3 (oX o (=0 =T - To Lo T 19
(RCRCH 00T 1] o) =3 (o X o L= I O0] o] = TR 20
1.4 Aplicagao de antibiéticos no tratamento do céancer...........cccoorrrrrrrennnnnn. 21
1.5 Modelagem MOIeCUIAr ... e e e e e e s 22
L B Do Ty (T B 0] =T e U - T N 23
2 OBUETIVOS ... ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnsssssnnsnnnes 24
2.1 Objetivo geral..........cciiieeeeciiiiiir s r s s n e e nnnnnn 24
2.2 Objetivos especifiCos........ccciiiiiiiiniiiinnnin s 24
3 MATERIAL E METODOS.......cooiciireeniaeenesessessessssessssssssssssssssssessssessssssssssssssess 25
3.1 MetaloCoOMPIEXOS ......ccoiiiiiiiieeiir e 25
3.1.1 Complexos de paladio (ML 33, ML 34, ML 42, ML44, ML 52) .......c..eeeennn 25
3.1.2. Complexos de paladio com antibiéticos: [Pd(CPL)CI2] e [Pd(OFL)CI2]....... 27
3.1.3. Complexo de Platina: cis-[PtCl>(4NH)2], cis-[PtCl2(4TF)2], cis-[PtCl>(BH)2] 28
3.1.4. Complexo de platina ML 87 .........eeeeeeeeeeeeeeecsessesnnnnessssssssssnssnnnnsssssssnnnes 30
3.1.5. Complexo de platina cis-[Pt(hidrazona)2CI2] 0U VHOT ....eeeeeeeeeeeeennninnnnnnnes 31

Xiv



3.2 Sintese e caracterizagao do [Cu (doxiciclina)(1,10-fenantrolina)............. 31

(1 X0 )04 [0 7y ) [ (05 [0 27 L 31
BTG I D To Yoed 7 Lo N 411 e = o 1] - T 32
3.4 Manutencao das linhagens celulares ..........ccccoommimciiiimiecciirecsr s 33
3.5 Ensaio de redugao da reSazurina.........cceeeiiiiiiimmnieesssnnssnes e 34
3.5.1 Indice de SeletiVidade (IS) ....coueeeeeeeesersersessessessessessessessesssssessesssssssssessessesees 34
3.6 Ensaio de Apoptose € NeCrose........cccccceiiimrmeciirrmmesssrrssmsssssrssmsssssrssmsssssnnnas 35
3.7 Ensaio de analise do ciclo celular ..........cccccmmmriiiiiiccciieerrr e 35
3.8 Ensaio de Autofagia.........cccccvmm s 36
3.9 Deteccao de espécies reativas de oxigénio (ROS).........cccceeviiiiiiiiiiiincnnnns 37
3.10 Tratamento de dados ..........cccccmmmm 37
4. RESULTADOS........iiiiiierrrrissss s ssns s ss s s s sss s s mnn e s s e s s s smmn e s eas 38
4.1 Docking MOIECUIAr............ccueiiiieecce e e e rr s e s s e nms s e e e nmn s rnnnn 38
4.2 Ensaio de redugao da resazurina............cccceiiiinnnnnnnnnnnnnnnnes 43
4.3 Deteccao de espécies reativas de oxigénio (ROS)..........ccceeviiiiiiiiiiiininnnns 45
4.4 Analise do ciclo celular..........ccoocmmiiiiiinicii e —— 46
4.5 Ensaio de Apoptose € NECroSe .......cccccceeiimmmmncrirmmessssrrsnmssssersnnsssssrsnnsssseennas 47
4.6 Ensaio de Autofagia..........ccooiiriiiiininninnnn s 48
5. DISCUSSAOD ......ocurururururuenenesesesessessseeeesse e sese st sse e e e sesesesssssssssssssssssasssssssans 49
5.1 Docking MOIECUIAT............uem s 49
5.2 Ensaio de redugao da reSazurina.........cceeceiiiiiimmnnneeesnnnnn s 50

XV



5.3 Deteccao de espécies reativas de oxigénio (ROS)..........cccceviiiiiiiiiiiiiinnns 51

5.4 Analise do ciclo celular............ccoiiiiiiiii 52
5.5 Ensaio de Apoptose € NeCrose.........cccccceiiimmmeciiimmmssssisssssssssssssssssrsnmsssssnnnas 52
(i3 030\ o I U 1= Y o 1P 54
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........coriirereeceresesssesessssseesssesesssesesssens 55

XVi



1 INTRODUGAO

1.1 Cancer: conceito e formacgao

Segundo o Instituto Nacional do Cancer - INCA, o cancer é “um termo que
abrange mais de cem diferentes tipos de doengas malignas que tém em comum o
crescimento desordenado de células, que podem invadir tecidos adjacentes ou
orgaos a distancia ” (INCA, 2022). Desta forma, o cancer é caracterizado por duas
caracteristicas principais: o seu poder de crescimento e capacidade de invasao.

As células tumorais apresentam caracteristicas distintivas que as
diferenciam das células normais, sendo conhecidas como "hallmarks" do cancer.
Essas caracteristicas incluem proliferagdo celular descontrolada, invasao tecidual
e capacidade de metastatizacao, resisténcia a apoptose, indugao de angiogénese
para garantir suprimento sanguineo, capacidade de evitar o sistema imunoldgico,
instabilidade genémica e propensdo a acumular mutagdes, além da resisténcia a
sinais inibidores de crescimento (ROMERO et al., 2021). Esses tragcos séao
adquiridos ao longo do desenvolvimento do cancer, contribuindo para a
complexidade e heterogeneidade dessa doenca.

As causas do cancer sido diversas e complexas, e muitas vezes envolvem
uma combinacgao de fatores genéticos e ambientais. Alguns dos fatores de risco
conhecidos para o desenvolvimento do cancer incluem idade avangada, tabagismo,
exposicao a radiagao e substancias quimicas toxicas, historia familiar de cancer,
dieta pouco saudavel e falta de atividade fisica (CARVALHO et al., 2021). Além
destes, a exposicdo excessiva e prolongada a hormdnios (estrogeno e
progesterona) sao exemplos de fatores que promovem a transformacgao de células
pro-tumorais em tumorais (SALVADORI et al., 2021).

Os diferentes tipos de cancer correspondem aos varios tipos de células do
corpo. Ou seja, quando se iniciam em tecidos epiteliais (pele ou mucosas), sdo
denominados carcinomas. Porém, se o ponto de partida sdo os tecidos conjuntivos
(osso, musculo ou cartilagem), sdo chamados sarcomas (WALDUM et al., 2021).

O cancer pode ter inicio a partir de uma mutagao genética provinda de uma
alteragcao no DNA da célula. Esta alteragao pode acontecer em genes denominados

proto-oncogenes, que a principio sao inativos nas células normais. Contudo,



quando ativados, os proto-oncogenes tornam-se oncogenes, ocasionando na
transformacgao das células saudaveis em células cancerosas (BROWN et al., 2021).

O processo de carcinogénese ocorre em trés estagios. O primeiro € o estagio
de iniciacao, onde o DNA sofre agcao dos agentes cancerigenos, que provocam
modificagbes em alguns de seus genes. Nessa fase, as células se encontram
geneticamente alteradas, contudo, ainda ndo é possivel detectar um tumor
clinicamente (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

O segundo estagio é o da promocgéo: as células mutadas sofrem o efeito dos
agentes cancerigenos classificados como oncopromotores. Com isso, a célula
iniciada é transformada em célula maligna, de forma lenta e gradual. Um ponto a
ser observado neste estagio, € que para ocorrer essa transformacéao, € necessario
um longo contato com o agente cancerigeno, e a suspensao do contato com
agentes promotores muitas vezes interrompe o0 processo nesse estagio
(MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Por fim, o terceiro estagio € o da progressao: que se caracteriza pela
multiplicagdo descontrolada e irreversivel das células alteradas. Nesse estagio, o
cancer ja esta instalado e continua evoluindo até o surgimento das primeiras
manifestacdes clinicas (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

Deste modo, carcinogénese ou oncogénese € o processo da formacao do
cancer, que acontece lentamente, podendo levar anos para que uma célula
cancerosa se prolifere dando origem a um tumor visivel. Além disso, este processo
€ determinado pela exposigao a agentes carcinogénicos, levando-se em conta o

tempo e a frequéncia desta exposi¢cdo (RAMU et al., 2021).

1.2 Cancer: epidemiologia, diagnéstico e tratamentos

O cancer é uma das doencgas mais presente na sociedade atual, sendo capaz
de ocasionar ampla variagao de quadros, além de prejudicar diferentes 6rgaos e
tecidos. Ele refere-se a um grupo de condigbes fisiopatologicas mais
diagnosticadas e mortais em todo o mundo (PEREIRA-SILVA et al., 2020).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em 2021 apontou que atualmente,
uma em cada cinco pessoas em todo o mundo desenvolvera cancer durante a vida.
As projecdes sugerem que 0 numero de pessoas diagnosticadas com cancer

aumentara ainda mais nos proximos anos, e sera quase 50% maior em 2040 do



que em 2020. O numero de mortes por cancer também aumentou, de 6,2 milhdes
no ano de 2000 para 10 milhdes em 2020 (OMS, 2021).

Nos ultimos 20 anos, o numero global de casos de cancer praticamente
dobrou, saiu da marca de 10 milhdes em 2000 e atingiu 19,3 milhdes em 2020
(OMS, 2021). De acordo com as estimativas GLOBOCAN do ano de 2020 da
Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer, aproximadamente 10 milhdes

de pessoas perderam a vida devido a essa enfermidade (Figura 1).

Numero de casos em 2020, de ambos os sexos e todas as idades Numero de mortes em 2020, ambos os sexos e todas as idades
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Total: 19 292 789 casos Total: 9 958 133 mortes

Figura 1 - Porcentagem de acometimento e mortes dos principais tipos de cancer no mundo em
ambos os sexos. (GLOBOCAM, 2020). Editada pelo autor.

Estima-se que em 2020 metade de todos os novos casos e 58,3% das
mortes por cancer ocorram na Asia. Ja4 a Europa responde por 22,8% do total de
casos novos de cancer e 19,6% das mortes. As Américas ficam com 20,9% de
incidéncia e 14,2% de mortalidade mundial. A Africa possui 5,7% dos novos casos
de cancer no mundo e 7,2% de mortes. Por fim, a Oceania fica com o menor niumero
de casos novos com 1,3% e uma mortalidade de 0,7%. Contudo, tais valores séo
dispostos deste modo, por causa da densidade populacional de cada continente.
(Figura 2).
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Figura 2 — Distribuicdo de casos e mortes dos principais tipos de cancer em todo o mundo em
ambos os sexos por continentes e suas regides (SUNG et al., 2021). Editada pelo autor.

Melhorar a proporgéo de pacientes diagnosticados com cancer em estagio
inicial € uma prioridade fundamental da Organizagdo Mundial da Saude, pois
aumenta a chance de realizar um tratamento eficaz em muitos grupos tumorais
(HUNTER et al., 2022).

Dentre as principais abordagens incluem a triagem de pacientes que estéo
em risco, mas nao apresentam sintomas, e a investigacao rapida e adequada
daqueles que apresentam. Em muitos grupos de tumores, os programas de triagem
levaram a melhorias na sobrevida dos pacientes (HUNTER et al., 2022). Deste
modo, o diagndstico do cancer € geralmente feito por meio de exames médicos,
como bidpsias, tomografias e exames de sangue, que podem detectar a presenca
de células tumorais e determinar o estagio e o tipo da doenga (WONG et al., 2023).

O tratamento do cancer depende do estagio e tipo da doenga, bem como da
saude geral do paciente. Alguns dos tratamentos mais comuns para o cancer
incluem cirurgia, radioterapia, transplante de medula, imunoterapia, e
quimioterapia, esta ultima por sua vez, possui uma secao neste estudo dedicada a
mesma. Em muitos casos, é necessario combinar mais de uma modalidade destes

tratamentos mencionados (NAJAFI et al., 2021).



A cirurgia oncologica é um tipo de tratamento do céncer que consiste na
retirada do tumor no corpo do paciente. O ato cirurgico pode ter finalidade curativa,
quando ha detecgao precoce do tumor e sendo possivel sua retirada total, ou
finalidade paliativa, quando o objetivo é de reduzir a quantidade de células tumorais
ou de controlar sintomas que comprometam a qualidade de vida do paciente.
Além disso, a cirurgia oncologica também é uma forma de avaliar a extens&o da
doenca, podendo confirmar um progndstico mais exato. Deste modo, em alguns
casos, o estadiamento do cancer s6 € possivel de ser certificado durante o ato
cirurgico (CHOW et al., 2022).

O procedimento cirurgico deve ser realizado sempre sob anestesia, em
ambiente adequado e com material e equipe devidamente preparados para a
intervengao. Além disso deve considerar simultaneamente aspectos técnicos, como
o conhecimento sobre a doenga e seu estagio de desenvolvimento, a retirada
integral do tumor juntamente com uma margem de segurancga para nao deixar que
a doencga se espalhe durante o ato ou tenha uma recidiva, a retirada de todos os
locais para onde a doenga possa ter se espalhado (ganglios e outros 6rgaos); bem
como aspectos relacionados ao adequado preparo do paciente e seus familiares
sobre as alteragdes fisiologicas e/ou mutilagdes que poderédo ocorrer por causa do
tratamento cirurgico (BIGNOLD et al., 2020).

A radioterapia é o tratamento no qual se utilizam radia¢des ionizantes para
destruir as células do tumor ou impedir que se multipliquem. Essas radia¢des nao
sao vistas durante a aplicagdo e o paciente ndo sente incomodo durante o
processo. A maioria dos pacientes com cancer € tratada com radiacbes e o
resultado costuma ser muito positivo. O tumor pode desaparecer e a doenca ficar
controlada, ou, até mesmo, curada (VAIDYA et al., 2021).

Quando nao é possivel obter a cura, a radioterapia pode contribuir para
melhoria da qualidade de vida. Isso porque as aplicagdes diminuem o tamanho do
tumor, o que alivia a pressado, reduz hemorragias, dores e outros sintomas,
proporcionando alivio aos pacientes (SIAFAKA et al., 2021).

Durante o tratamento, efeitos colaterais como descamacao, escurecimento e
vermelhiddo da pele sdo comuns, especialmente em areas de dobras, como
pescoco e virilha. Para minimizar esses efeitos, médicos e enfermeiros orientam os

pacientes sobre cuidados de higiene e o uso de cremes na area tratada. A queda



de pelos na regido de tratamento é outro efeito temporario, com a recuperagao da
aparéncia normal da pele no periodo de um ou dois meses apos o término do
tratamento (GANDOLFI et al., 2021).

O numero de aplicagbes necessarias da radioterapia pode variar de acordo
com a extensdo e a localizagado do tumor, dos resultados dos exames e do estado
de saude do paciente. De acordo com a localizagc&o do tumor, a radioterapia pode
ser feita de duas formas, o primeiro tipo € a radioterapia externa ou teleterapia, que
€ emitida por um aparelho, afastado do paciente, direcionado ao local a ser tratado,
com o paciente deitado. As aplicagdes sdo geralmente diarias (INCA, 2023).

O segundo tipo € a braquiterapia: onde aplicadores s&o colocados em contato
com o local a ser tratado. A fonte de radiagcao sai do aparelho, percorre cateteres
que sao ligados aos aplicadores e irradia proximo a area a ser tratada. Depois, a
fonte retorna ao aparelho fazendo o mesmo trajeto. Esse tratamento é feito no
ambulatorio (podendo necessitar de anestesia), geralmente ocorre uma vez por
semana, durante trés semanas (TOWITHELERTKUL et al., 2021).

O transplante de medula éssea é um tipo de tratamento proposto para
algumas doengas que afetam as células do sangue, como as leucemias e os
linfomas e consiste na substituicdo de uma medula éssea doente ou deficitaria por
células normais de medula 6ssea, com o objetivo de reconstituicdo de uma medula
saudavel (FIDA et al., 2021).

O transplante pode ser autogénico, quando a medula é provinda do préprio
paciente, ou alogénico, onde a medula é transplantada de um doador. Tal
tratamento também pode ser feito a partir de células precursoras de medula éssea,
obtidas do sangue circulante de um doador ou do sangue de cordao umbilical
(GLUCKMAN et al., 2021).

O processo de transplante tem inicio com testes especificos de
compatibilidade, onde s&o analisadas amostras do sangue do receptor e do doador,
buscando a melhor compatibilidade possivel a fim de evitar processos de rejeigao
da medula pelo receptor, bem como outras complicagdes como a agresséo de
células do doador contra érgaos do receptor (MINISTERIO DA SAUDE, 2023).

A partir disto, o doador é submetido a um procedimento feito em centro
cirurgico, sob anestesia, e tem duracdo de aproximadamente duas horas. Sao
realizadas multiplas pungdes, com agulhas, nos ossos posteriores da bacia e é



aspirada a medula. Esta coleta ndo causa qualquer comprometimento a saude.
Para receber o transplante, o paciente é submetido a um tratamento que ataca as
células doentes e destroi a propria medula. Entao, ele recebe a medula sadia como
se fosse uma transfusao de sangue. Uma vez na corrente sanguinea, as células da
nova medula circulam e vao se alojar na medula éssea, onde se desenvolvem
(MINISTERIO DA SAUDE, 2023).

Os principais riscos para o paciente se relacionam as infecgcbes e aos
quimioterapicos utilizados durante o tratamento. Com a recuperag¢ao da medula, as
novas células crescem com uma nova 'memodaria’ e, por serem células da defesa do
organismo, podem reconhecer alguns 6rgdos do individuo como estranhos.
Esta complicagdo, chamada de doencga enxerto contra hospedeiro, € relativamente
comum, de intensidade variavel e pode ser controlada com medicamentos
adequados. No transplante de medula, a rejei¢cao é relativamente rara, mas pode
acontecer. Por isso, existe a preocupag¢ao com a sele¢cao do doador adequado € o
preparo do paciente (SHIOTA et al., 2022).

Outro método utilizado é a imunoterapia, desenvolvida com base na
descoberta de que as células cancerigenas se utilizam de moléculas reguladoras
para reduzir a atividade das células de defesa e assim, impedir sua destruicao.
Portanto medicamentos imunoterapicos, pretendem bloquear a acdo dessas
moléculas, permitindo a atuacao do sistema imunolégico (DMITRIEVSKAYA et al.,
2022).

Os principais tipos de imunoterapicos sdo os anticorpos monoclonais,
transferéncia de células adotivas, citocinas, vacinas e os imunomoduladores. Além
disso, a imunoterapia possui dois objetivos: fortalecer o corpo para combater as
células doentes ou marca-las para que o corpo as identifique como ameacas.
(KULKARNI et al., 2022).

Existem diversos tipos de imunoterapia e sua classificacdo varia a partir de
sua atuacdo no organismo ou dos medicamentos utilizados. Sendo assim, a
imunoterapia pode ser classificada como ativa, passiva, especifica ou inespecifica
e é regulada por interagbes celulares e moleculares para otimizar a eficacia e
minimizar a toxicidade relacionada ao tratamento (MELIEF et al., 2020).

A imunoterapia ativa, foi projetada para atuar no proprio sistema imune com

substancias estimulantes e restauradoras da fungao imunoldgica (imunoterapia



inespecifica) ou com vacinas de células tumorais (imunoterapia especifica). Ja a
imunoterapia passiva ou adaptativa, foi projetada para atuar no tumor com
anticorpos antitumorais ou células mononucleares exdgenas, com o objetivo de
proporcionar capacidade imunologica de combate a doenca (MELIEF et al., 2020).

Levando em conta os fatos abordados, o cancer se tornou um problema
grave que ameagca a saude publica. Embora grandes avangos tenham sido obtidos
para o tratamento do cancer nos ultimos anos, a busca pela conversao dessa
doenca potencialmente fatal em uma condicdo crbnica controlavel nunca parou
(MARKHAM et al., 2020).

1.2.1 Cancer de pele: Melanoma

O cancer de pele possui algumas divisbes. Dentre eles se encontram:
Carcinoma Basocelular, o qual se inicia nas células basais (camada mais profunda
da epiderme). Carcinoma espinocelular, o qual comega com o crescimento
descontrolado das células escamosas da epiderme. Por fim, um outro tipo é o
melanoma, este € o mais grave dentre o grupo de cancer de pele e sera o tipo
abordado neste estudo (ROSE et al., 2021).

De acordo com o Instituto Nacional do Céancer (INCA), do Ministério da
Saude, no ano de 2022, o cancer de pele € o mais frequente no Brasil € no mundo,
e corresponde entre 27% e 30% de todos os tumores malignos do pais. Além disso,
os tipos ndo melanoma ocorre com maior frequéncia, tem baixa mortalidade, mas
pode causar deformacodes, sendo responsavel por 177 mil novos casos da doencga
por ano e apresenta alto percentual de cura se for detectado e tratado
precocemente. Ja o melanoma, anualmente, é responsavel por 8,4 mil casos novos
no Brasil (INCA, 2022; INCA, 2020).

No Brasil, o numero de casos novos de cancer de pele ndo melanoma
esperados, para cada ano do triénio 2020-2022, foi de 83.770 em homens e de
93.170 em mulheres, correspondendo a um risco estimado de 80,12 casos novos
a cada 100 mil homens e 86,66 casos novos a cada 100 mil mulheres (INCA, 2020).

O cancer de pele nao melanoma em homens é mais incidente nas regioes
Sul, Centro-Oeste e Sudeste, com um risco estimado de 123,67/100 mil, 89,68/100
mil e 85,55/100 mil, respectivamente. Nas Regides Nordeste e Norte, ocupa a

segunda posigdo, com um risco estimado de 65,59/100 mil e 21,28/100 mil,



respectivamente. No que diz respeito as mulheres, existe um risco estimado de
125,13/100 mil na regido Centro-Oeste, 100,85/100 mil no Sudeste, 98,49/100 mil
no Sul, 63,02/100 mil na regido Nordeste e 39,29/100 mil na regidao Norte (INCA,
2020).

O melanoma tem origem nos melanécitos (células produtoras de melanina,
substancia que determina a cor da pele), sendo assim, pode aparecer em
determinadas partes do corpo (pele ou mucosas), na forma de manchas, pintas ou
sinais (PRABHU et al., 2020). Essas lesdes costumam ter formato assimétrico,
bordas irregulares, em diversas cores e podem mudar de tamanho rapidamente.
Apesar de mais raro, € um tipo de cancer bastante agressivo, podendo levar a
morte.

Embora o cancer de pele seja o mais frequente no Brasil, 0 melanoma
representa apenas 3% das neoplasias malignas do érgéo. Porém, o progndstico
desse tipo de cancer pode ser considerado bom se detectado em sua fase inicial.
Nos ultimos anos, houve grande melhora na sobrevida dos pacientes com
melanoma, principalmente devido a detecgao precoce do tumor e a introdugao dos
novos medicamentos e terapias (MINISTERIO DA SAUDE, 2022).

A prevengao do cancer de pele envolve a adogédo de habitos saudaveis de
exposicao ao sol, como usar protetor solar com fator de protecéo solar (FPS)
adequado, evitar a exposi¢cao ao sol em horarios de pico, usar roupas protetoras e
oOculos de sol, e evitar o uso de l|lampadas de bronzeamento artificial
(KOSTRZEWSKA et al., 2020).

O diagndéstico normalmente é feito pelo dermatologista ou cirurgido, por meio
de exame clinico. Em algumas situagcdes, € necessario 0 exame que permite
visualizar algumas camadas da pele nao vistas a olho nu, nestes casos exigem um
exame invasivo, que é a biépsia (AGARWAL et al., 2022). Além disso, o Manual de
Estadiamento do Cancer AJCC, 82 edi¢cdo, € um método confiavel e amplamente
utilizado para avaliar a progresséo do cancer de pele (LEFEVRE et al., 2021).

A cirurgia é o tratamento mais indicado para o cancer de pele. A radioterapia
€ a quimioterapia também podem ser utilizadas dependendo do estagio da doenga.
Quando ha metastase, o melanoma é tratado com novos medicamentos, a

estratégia de tratamento para a doenga avangada deve ter como objetivo postergar



a evolugdo, oferecendo chance de sobrevida mais longa aos pacientes que

anteriormente possuiam um progndstico negativo (CRIVELLARI et al., 2022).

1.2.2 Cancer de Mama

O cancer de mama é um tipo comum de cancer afetando principalmente as
mulheres, embora também possa ocorrer em homens. Varios fatores de risco estao
associados ao cancer de mama, incluindo sexo e idade, histérico familiar e
genética, exposicao a estrogénio, historia reprodutiva e exposi¢ao prévia a radiagcao
(KASHYAP et al., 2022).

Este tipo de cancer é considerado uma doenga clinicamente heterogénea,
possuindo varias formas de ser categorizado, porém uma classificagdo muito
utilizada é a classificagdo molecular, a qual é dividida em quatro categorias, de
acordo com a presencga ou auséncia, de proteinas chamadas receptores hormonais
(estrogénio e/ou progesterona) e da proteina HER2 (DOBRUCH-SOBCZAK et al.,
2022).

Com isso o cancer da mama pode ser classificado de forma molecular em:
Luminal A, tumores que apresentam receptores de estrogeno e progesterona
positivos, contudo ndo apresentam a expressao da proteina HER2 e possuem
crescimento mais lento das células. Luminal B: também possuem receptores
estrogénio e/ou progesterona positivos, ndo expressam a proteina HER2 e
apresentam um nivel mais acelerado de proliferacdo celular. HER2: n&o
apresentam expressdo dos receptores hormonais, mas tém a expressao da
proteina HER2. Por fim, o triplo negativo: em que as células tumorais ndo possuem
nem expressam os receptores hormonais, nem a proteina HER2, sendo negativo
para estrogénio, progesterona e HER2 (FEMAMA, 2019).

Os sintomas do cancer de mama incluem a presenca de um nédulo ou
espessamento no seio ou na axila, alteragdes no bico do peito, forma ou aparéncia
do seio, secregdo mamilar, as vezes com sangue, e dor persistente no seio ou
mamilo (ROY et al., 2020). Ja o diagndstico do cancer de mama geralmente envolve
mamografias para a detecgdo precoce, seguidas por bidpsias para confirmar a
presenca de células cancerosas (RANJAN et al., 2020).

O escore de progndstico patoldgico AJCC, que combina o estadiamento TNM

e biomarcadores histolégicos/moleculares, melhora o valor progndstico em
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pacientes com cancer de mama (DESHMUKH et al, 2020). Deste modo, o
tratamento varia com base no estagio e tipo do cancer, podendo incluir cirurgia
(mastectomia ou lumpectomia), radioterapia, quimioterapia, terapia hormonal ou
imunoterapia (BARZAMAN et al., 2020).

A prevengdo do cancer de mama envolve autoexames regulares,
mamografias periddicas de acordo com as orienta¢gdes meédicas, e a adogao de um
estilo de vida saudavel, incluindo uma dieta equilibrada, exercicios regulares e
evitar o consumo excessivo de alcool (BRITT et al., 2020). A detecgéo precoce
desempenha um papel crucial no tratamento bem-sucedido do cancer de mama,
por isso é fundamental que as pessoas estejam cientes de seus corpos e discutam

quaisquer preocupag¢des com um médico (PATIL et al., 2020).

1.2.3 Cancer de Préstata

A préstata € uma gléandula pequena do sistema reprodutor masculino,
responsavel pela produgdo do liquido seminal, que ajuda a transportar os
espermatozoides durante a ejaculagao. No Brasil, o cancer de prostata € o segundo
mais comum entre os homens (atras apenas do cancer de pele ndo melanoma)
(INCA, 2023).

A causa exata do cancer de prostata ainda ndo € completamente
compreendida, mas varios fatores podem aumentar o risco de desenvolver essa
doenca, incluindo idade avancada, historico familiar de céncer de prostata,
alteragdes genéticas e raga. Além disso, estudos sugerem que uma dieta rica em
gordura, obesidade, tabagismo, falta de atividade fisica, medicamentos especificos
e fatores ocupacionais também podem desempenhar um papel significativo no
desenvolvimento do cancer de prostata (BERGENGREN et al., 2023).

O cancer de prostata é classificado usando um sistema de estadiamento,
criado pela Uni&o Internacional Contra o Cancer (UICC) chamado Tumor, nédulos
linfaticos e metastases (TNM). Este sistema avalia trés fatores: o tamanho do tumor
(T), o envolvimento dos ganglios linfaticos (N) e a presenga de metastases (M)
(ROSARIO et al., 2023).

E importante notar que muitos homens com cancer de préstata nao
apresentam sintomas nos estagios iniciais da doenga. Quando os sintomas se

manifestam, a doenca geralmente ja estd em um quadro mais avancado. Na
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verdade, uma das apresentagdes mais comuns do cancer de prostata antes do
advento do rastreio era a paralisia, relacionada com metastases medulares
(CARLSSON et al., 2020).

O diagnéstico do cancer de prostata geralmente envolve um exame de sangue
para verificar o nivel de antigeno especifico da préstata (PSA) e um exame digital
retal (DRE). Se houver suspeita de céncer, podem ser realizados exames
adicionais, como bidpsia da prostata para confirmar o diagndstico e determinar a
extensdo da doenga (SEKHOACHA et al., 2022).

O tratamento do cancer de préstata varia com base no estagio da doenga e
na saude geral do paciente. As op¢des de tratamento podem incluir vigilancia ativa
(monitoramento cuidadoso da progressdao do cancer sem tratamento imediato),
cirurgia para remover a prostata (prostatectomia), radioterapia, terapia hormonal,
quimioterapia ou imunoterapia. O médico oncologista ajudara a determinar o plano

de tratamento mais adequado para cada paciente (SEKHOACHA et al., 2022).

1.2.4 Cancer de Colo de Utero

O cancer de colo do utero, também conhecido como cancer cervical, € uma
condigdo grave que afeta as células do colo do utero, a parte inferior do utero que
se conecta a vagina. A principal causa desse tipo de cancer ¢ a infecgéo persistente
pelo virus do papiloma humano (HPV). Embora nem todas as infecgdes por HPV
levem ao cancer, algumas cepas do virus aumentam significativamente o risco de
desenvolver a doenga (PERKINS et al., 2023).

Existem varios fatores de risco associados ao cancer cervical. A infeccéo
pelo HPV é o mais crucial, porém, a desregulagao da enzima caspase, expressao
elevada da proteina inibidora apoptética (IAP), superexpressdo de fatores de
crescimento endotelial vascular (VEGF), tabagismo ativo/passivo e disfungao do
sistema imunoldgico também sdo pontos a serem analisados no quadro do cancer
de colo de utero (SHARMA et al., 2020).

A fim de promover uma abordagem globalmente uniforme, o estadiamento
do cancer do colo do utero no passado baseava-se em exames generalizados,
como exame sob anestesia, histologia de conizagdo ou bidpsia cervical. Ja
atualmente o sistema de estadiamento International Federation of Gynecology and

Obstetrics (FIGO) € usado com frequéncia para o cancer de colo do utero, o qual
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permite que técnicas de imagem transversais e resultados patoldgicos sejam
incorporados no estadiamento da doenca ou que um estadio ja existente seja
adaptado com base em resultados radiolégicos (MERZ et al., 2020).

Os sintomas de tal condigdo oncoldgica incluem sangramento vaginal
anormal, dor durante o sexo, dor pélvica e descarga vaginal anormal com odor
desagradavel. Para prevenir essa condi¢do, a vacinagdo contra o HPV é
fundamental. Além disso, exames de papanicolau regulares sdo essenciais, pois
ajudam a detectar alteragdes nas ceélulas cervicais antes que se tornem
cancerigenas (BEDELL et al., 2019). O uso consistente de preservativos durante o
sexo também pode proteger contra a transmissé&o do HPV, reduzindo assim o risco
de cancer cervical. Parar de fumar é outra medida preventiva importante, pois reduz
nao apenas o risco de cancer cervical, mas também melhora a saude geral.

No caso de diagnéstico, o tratamento para o cancer de colo do utero varia
de acordo com o estagio da doenga, a saude geral da paciente e outros fatores.
Opcdes de tratamento incluem cirurgia, radioterapia, quimioterapia ou uma
combinagao dessas terapias (CHARGARI et al., 2022). Portanto, é fundamental a

deteccao precoce para um tratamento bem-sucedido.

1.2.5 Glioblastoma

O glioblastoma multiforme (GBM) € um cancer cerebral altamente agressivo
que se forma nos astrdocitos, que sao células gliais responsaveis pelo suporte aos
neurdnios no cérebro. Esse tipo de cancer, conhecido como glioma de alto grau, é
mais comum em individuos com a idade avangada no momento do diagndstico e
do sexo masculino, além de estar associado a alguns fatores de risco, incluindo
exposicao prévia a radiagao e predisposi¢cado genética (WEN et al., 2020).

Os sintomas do glioblastoma variam, mas frequentemente incluem dores de
cabecga persistentes e intensas, convulsées, comprometimento neurocognitivo,
déficits neuroldgicos focais, nauseas, vomitos, alteragdes na visao, dificuldade na
fala, fraqueza ou dorméncia em partes do corpo e mudangas no comportamento ou
estado mental (SCHAFF et al., 2023). O diagndstico envolve uma série de testes,
como ressonancia magnética, tomografia computadorizada e bidpsia cerebral, para
confirmar a presencga do tumor e determinar seu grau de agressividade (SCHAFF
etal., 2023).
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O glioblastoma nao é categorizado por estagios. Os canceres cerebrais sao
"classificados" por notas, as quais variam de 1 a 4. Quanto maior a nota, mais
agressivo € o cancer. No entanto, os mesmos sdo sempre classificados como
cancer cerebral de grau 4. Isso porque esse tipo de cancer € uma forma agressiva
de astrocitoma. Os estagios ndo s&o atribuidos aos tumores de glioblastoma porque
todos esses tumores apresentam caracteristicas consistentes com o cancer
cerebral em estagio 4 (LOUIS et al., 2021).

Além disso, GBM é um tipo de glioma de alto grau, e sdo frequentemente
classificados com base em caracteristicas genéticas especificas. Existem dois
principais subtipos de glioblastoma: Glioblastoma Primario e Glioblastoma
Secundario (ZHANG et al., 2020).

O Glioblastoma Primario tipo mais comum, geralmente se desenvolve
rapidamente sem evidéncia de uma les3do cerebral pré-existente de menor grau. E
agressivo e de crescimento rapido, causando sintomas que levam a busca de
assisténcia médica. Ja o Glioblastoma secundario evolui a partir de um glioma de
grau inferior e, ao longo do tempo, se transforma em um glioblastoma (ZHANG et
al., 2020). E frequentemente associado a alteracdes genéticas especificas, como
mutagdes no gene isocitrato desidrogenase 1 (IDH1) e perda de varios genes
localizados no 1p/19q (BERGER et al., 2022). Essas caracteristicas genéticas sao
usadas para diferenciar o glioblastoma secundario do glioblastoma primario.

O tratamento do glioblastoma geralmente comega com cirurgia para remover
0 maximo possivel do tumor, seguida por radioterapia e quimioterapia para eliminar
as células cancerosas remanescentes (HUANG et al., 2021). No entanto, devido a
sua agressividade e a dificuldade em erradicar completamente as células
cancerosas, 0 glioblastoma apresenta um prognéstico desafiador. A sobrevida
média apds o diagnostico é geralmente curta, média de 2 anos, dependendo de
fatores como localizagado do tumor, extensao da cirurgia e resposta ao tratamento
(TAN et al., 2020).

1.2.6 Quimioterapia e Quimioterapicos
O termo “quimioterapia” foi cunhado pelo quimico alemao Paul Ehrlich, que
investigou o uso de medicamentos para tratar doencgas infecciosas. Ele também foi

o primeiro cientista a estudar modelos animais para rastrear uma série de produtos
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quimicos em relagdo a sua atividade potencial contra doengas (WITTLIN et al.,
2021).

O principio da quimioterapia ¢é inibir a proliferagao celular e o crescimento
tumoral, evitando os processos de invasao e metastase. Entretanto, isso resulta em
efeitos téxicos, pois afeta também as células saudaveis (LIU et al., 2022).

A quimioterapia pode ser administrada por seis vias diferentes. A via oral,
que sao os remédios em forma de comprimidos, capsulas e liquidos, que podem
ser administrados em casa. Ja a via intravenosa, pode ser feita por pungao venosa,
cateter ou por meio de soro. Na via intramuscular, a medicagao € administrada por
meio de inje¢cdes no musculo. Em casos que é necessario a via subcutanea, o
medicamento € aplicado por meio de inje¢gdo no tecido gorduroso acima do
musculo. A via intratecal € pouco comum, sendo aplicada no liquor (liquido da
espinha dorsal), administrada pelo médico, em uma sala prépria ou no centro
cirurgico. Por fim, tem a via topica, que € o medicamento, pode ser liquido ou
pomada, aplicado na pele (INCA, 2023).

No Brasil, apds a consulta médica e a liberagao dos exames laboratoriais, a
quimioterapia é marcada e o paciente recebe do enfermeiro da central de
quimioterapia, orientacbes sobre o seu tratamento, de acordo com a prescricdo
médica. O tratamento, que sera administrado por profissionais capacitados, pode
ser feito de duas formas: ambulatorial, na qual o paciente vai até a central de
quimioterapia, recebe o tratamento e é liberado para voltar para casa. Ou a
segunda forma sendo internado, neste processo o paciente precisa ser internado
durante todo o periodo de tratamento (INCA, 2023).

No processo da quimioterapia o paciente ndo sente dor, porém, algumas
vezes, certos medicamentos podem causar uma sensacado de desconforto,
ardéncia, queimacao, flebite e coceira. Nestes cenarios, o paciente deve avisar
imediatamente ao profissional que estiver acompanhando o processo, para que
sejam tomadas as medidas cabiveis (BROWN et al., 2021).

Assim como em outros tipos de tratamentos do cancer, a quimioterapia
possui efeitos colaterais. A queda do cabelo pode ser total ou parcial e leva
geralmente de 14 a 21 dias. Além disso, podem ocorrer outros efeitos colaterais,
como priséo de ventre e diarreia, feridas semelhantes a aftas na boca, estbmago e

intestino, e irritagado nas paredes do estdmago e intestino, causando nauseas e/ou
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vomitos. Alguns medicamentos podem escurecer a pele quando exposta ao sol,
especialmente em dobras articulares, unhas e trajeto das veias. A destruigao de
células saudaveis pelo tratamento pode levar a condicbes como anemia,
leucopénia e trombocitopenia (PARCHAMI et al., 2022).

Estes quadros acontecem, pois, as células mais afetadas séo as do sangue,
como os glébulos brancos, que defendem o organismo de infecgdes, os globulos
vermelhos, que transportam oxigénio para todas as partes do nosso corpo, e as
plaquetas, que atuam na coagulagdo do sangue. Quando as taxas sanguineas
diminuem, podem aparecer sintomas como cansaco, falta de ar, palidez, febre,
pintas avermelhadas na pele, manchas roxas e vermelhas e sangramentos (INCA,
2023).

Os medicamentos utilizados na quimioterapia sado chamados de
quimioterapicos, estes sao classificados de acordo com duas caracteristicas, a
acao celular e a estrutura quimica. Em relagao a acao celular, os quimioterapicos
podem ser divididos em ciclo celular-especificos, os quais desempenham sua
funcdo em uma fase especifica da divisao celular, ou ciclo celular-inespecificos,
onde atuam em mais de uma fase do ciclo celular. Quanto a estrutura quimica, os
quimioterapicos podem ser classificados em antimetabdlicos, alquilantes,
alcaloides, antibidticos antitumorais, antimitéticos e topoisomerase-interativos
(MOLLAEI et al., 2021).

Outro ponto a ser ressaltado € a relacao dos quimioterapicos com a molécula
de DNA, pois os acidos nucléicos sdo moléculas que carregam e transmitem a
informacao genética das células, modulando a expressao de proteinas de acordo
com suas necessidades, estas por sua vez, regulam as funcbes celulares
modulando a expressao génica e a replicagéo celular (HOCEK et al., 2019).

Tendo em vista a importancia do DNA para uma célula, os quimioterapicos
podem utilizar esta relagao ao seu favor, tornando o material genético um alvo de
sua acédo (TRENNER & SARTORI, 2019) . Sendo assim, ¢ interessante conhecer
quais sao os tipos de interacbes possiveis entre um complexo/quimioterapico e o
DNA. Estas interacdes podem ser feitas de cinco formas possiveis, duas delas
fazendo ligagdes covalentes e as outras trés envolvendo interagdes nao covalentes.
(Figura 3).
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NAO-COVALENTE NAO-COVALENTE NAQ-COVALENTE COVALENTE COVALENTE

Intercalagio Interacio com os sulcos Interagdo eletrostatica  Ligacio a base Ligacéo ao fosfato
nitrogenada

Figura 3 — Representagado esquematica de possiveis modos de interagdes complexos-DNA
(BARRA & NETTO, 2015).

Os nucleotideos sao covalentemente ligados entre si em uma corrente por
meio dos acucares e fosfatos, que formam assim uma "espinha dorsal". Essa
estrutura possibilita uma grande quantidade de possiveis interagdes, como ligagdes
direta do farmaco ao DNA por meios de suas bases nitrogenadas ou ainda pelo
grupo fosfato. Apresenta também interagbes de forma nao-covalente, como
interagcdes eletrostatica e hidrofobicas no sulco menor ou mesmo por meio de
intercalagdo (BARRA & NETTO, 2015).

Observando todos estes pontos, os quimioterapicos padrées ouro para os
tipos de tumores estudados neste trabalho s&o: a adriamicina para o melanoma
(FAN et al., 2022), doxorrubicina para cancer de mama (PRAJAPATI et al., 2021),
doxetacel para cancer de préstata (REPP et al.,, 2021), cisplatina e carboplatina
para cancer de colo de utero (SUWENDAR et al., 2020) e por fim, temozolomida
para o glioblastoma (MIRABDALY et al., 2020).

Sendo uma das mais principais estratégias de tratamento do céancer, a
quimioterapia convencional tem efeitos colaterais substanciais como mencionado
anteriormente. Portanto, explorar e desenvolver métodos mais eficientes para
melhorar a quimioterapia € um problema importante que deve ser resolvido (GAO,
et al, 2021).

1.3 Compostos metalicos: metalocomplexos
Os metais sdo componentes celulares essenciais, selecionados pela

natureza para atuar em diversos processos bioquimicos indispensaveis aos
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organismos vivos. Sendo assim, os complexos que possuem metais de transigédo
em sua composicdo sdo importantes nos processos de catalise, sintese de
materiais, fotoquimica e sistemas bioldgicos (RAVINDERPAL & SATYA, 2019).

Os metalocomplexos nada mais sdo que complexos de coordenagao
formados por uma interacdo acido-base de Lewis. Sendo que, na formacédo do
complexo, o ion metalico age como um acido de Lewis, recebendo o par de
elétrons, e a espécie que os fornece, ou seja, o ligante, age como uma base de
Lewis (OHMATSU et al., 2019).

Sendo assim, quando o atomo de um metal perde os seus elétrons de
valéncia, transformando-se em um ion, pode ligar-se a outro ion formando ligagées
de natureza ibnica. Porém, seus orbitais vazios podem receber pares de elétrons
de uma outra espécie, que os tenha disponiveis, resultando em uma ligagao
covalente. Assim, a formacdo de um complexo se da pelo compartiihamento de
pares de elétrons entre um ion metalico e uma espécie capaz de fornecer esses
elétrons (WADSWORTH et al., 2019).

Os complexos metalicos na terapia do cancer tém atraido muito interesse,
principalmente porque os metais exibem caracteristicas unicas, como atividade
redox e interagdo metal-ligante (SINGH, et al., 2023). Além disso, como dito
anteriormente a caracteristica de ser essencial para o metabolismo das células,
principalmente de células tumorais, funciona a favor dos metalocomplexos na
quimioterapia, uma vez que, sao utilizados como “cavalo-de-troia”, ou seja, a célula
incorpora o metal que precisa e juntamente com o mesmo vai o

“ligante/quimioterapico” matando a célula tumoral (ANTHONY et al., 2020).

1.3.1 Complexos de Platina

A platina € um elemento quimico pertencente ao grupo dos metais de
transigdo, com o simbolo “Pt” e nimero atdmico 78. E um metal denso, maleavel e
ductil, de cor branca prateada, que pode ser trabalhado e soldado a quente.
Quando combinada exibe varios estados de oxidagao que vao de 0 a +6, embora
os estados +2 e +4 sejam os mais comuns (LUITZ et al., 2021).

Com a descoberta da cisplatina por Barnett Rosenberg em 1960, a platina
ganhou um novo mercado de interesse, essa descoberta foi um marco na histoéria

dos compostos a base de metais usados no tratamento de canceres. Este evento
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constitui a base para a era moderna dos farmacos anticancerigenas a base de
metal. Com isso, medicamentos a base de platina, como cisplatina, carboplatina e
oxaliplatina, sdo os pilares dos compostos metalicos no tratamento de diversos
tipos de cancer, como por exemplo: testicular, ovariano, cabecga e pescocgo, bexiga,
pulmao, cancer cervical, melanoma e linfomas (GHOSH et al., 2019).

A cisplatina é um agente alquilante que age de diferentes formas, uma delas
€ atuando diretamente no DNA das células cancerosas, impedindo a sua replicagao
e, consequentemente, sua capacidade de crescimento. Isso se deve a sua
capacidade de reticular as purinas, interferindo assim nos mecanismos de reparo
do DNA nas células cancerigenas. Em ultima analise, essa interferéncia causa
danos ao DNA e leva a apoptose celular (ROMANI et al., 2022). Sendo assim,
atualmente a cisplatina € utilizada como quimioterapico no tratamento de varios
tipos de cancer (EGEA et al., 2022). E administrada por via intravenosa e é
geralmente combinada com outros quimioterapicos para aumentar a sua eficacia
(BROWN et al., 2019).

Embora a cisplatina seja eficaz no tratamento de canceres especificos, ela
pode causar danos as células saudaveis, bem como a mutagdes genéticas em
células normais, o que pode levar a complicagdes de saude a longo prazo (ROMANI
et al., 2022). Devido a isso, é importante o estudo de mais compostos envolvendo
tal metal para aprimorar este quimioterapico, reduzindo seus efeitos colaterais.
1.3.2 Complexos de Paladio

O paladio é um elemento quimico pertencente ao grupo dos metais de
transicéo, com o simbolo “Pd” e numero atémico 46. E um metal prateado, maleavel
e ductil, com propriedades quimicas semelhantes as da platina e ao niquel. E pouco
reativo e bastante resistente a corrosdo. Quando combinado, o paladio exibe os
estados de oxidagao 0, +1, +2 e +4 embora o estado +2 seja o estavel (FARIA et
al., 2019).

Com a descoberta de quimioterapicos a base de platina, surgiram tentativas
de desenvolver medicamentos utilizando outros metais de transigéo, entre eles esta
o paladio. Esse interesse se deve ao fato de que os complexos que contém paladio
em suas estruturas estio relacionados aos seus analogos de platina, uma vez que,
as propriedades quimicas e fisicas da platina e do paladio sdo comparaveis entre
si (CZARNOMYSY et al., 2021).
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Alguns compostos de paladio podem inibir o crescimento de células
cancerosas e induzir a apoptose, morte programada das células. Esses compostos
podem atuar em diferentes mecanismos no corpo, como inibicdo de enzimas que
ajudam as células cancerosas a se dividirem e crescerem, além de serem capazes
de ajudar no combate a resisténcia ao tratamento (CHURUSOVA et al., 2021).

Deste modo, os complexos organopaladios mais estudados como potenciais
agentes anticancerigenos, sdo as espécies palladaciclicas. Esses compostos,
devido a presenga de multiplos ligantes e pelo menos uma ligagao paladio-carbono,
sdo geralmente estaveis tanto em solventes organicos comuns quanto em meio
fisiolégico (SCATTOLIN et al., 2021).

1.3.3 Complexos de Cobre

O cobre cujo simbolo definido na tabela peridédica é “Cu” possui 0 numero
atbmico 29, pertence a categoria dos metais de transigdo. Este metal exibe uma
coloragao laranja-avermelhada quando puro (ABCOBRE, 2021). O cobre é
conhecido por suas excelentes propriedades condutoras, tanto em eletricidade
quanto em calor. Além disso, apresenta boa resisténcia a corrosao, especialmente
quando exposto ao ar, tornando-o valioso em uma variedade de aplicacdes
industriais, tecnoldgicas e farmacéutica (ABCOBRE, 2021).

Compostos de cobre, especificamente quelatos de cobre, tém sido objeto de
estudos na area de tratamento do cancer (GAO et al.,, 2021). Alguns estudos
exploraram o potencial terapéutico desses compostos como agentes
quimioterapicos (BALSA et al., 2023). O cobre é considerado um oligoelemento
essencial, mas em excesso, pode ser toxico para as células (KAHLSON & DIXON,
2022). Isso levou a investigacao de como os compostos de cobre podem ser
direcionados as células cancerosas para induzir a apoptose e inibir o crescimento
tumoral.

Quelatos de cobre, como tetratiomolibdato de cobre, foram estudados por
sua capacidade de interferir em processos metabdlicos nas células cancerosas
(DENOYER et al., 2018). Estes tém sido investigados como potenciais inibidores
de angiogénese, um processo pelo qual novos vasos sanguineos sédo formados,

essencial para o crescimento tumoral (DENOYER et al., 2018). Inibir a angiogénese
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€ uma estratégia para impedir o fornecimento de nutrientes ao tumor, inibindo seu
crescimento.

Ja as nanoparticulas de cobre tém sido objeto de estudos devido as suas
propriedades unicas, incluindo alta superficie especifica e atividade bioldgica
(NAIKOO et al., 2021). Pesquisadores estao explorando seu potencial no campo
da terapia foto-ativada, onde essas nanoparticulas poderiam ser direcionadas para
células cancerosas e, em seguida, ativadas por luz para destruir seletivamente as
células malignas (ZHOU et al., 2023). No entanto, essas pesquisas ainda estdo em
estagios iniciais e sdo principalmente realizadas em modelos de laboratorio.

Além disso, complexos de cobre (lI) com ligantes especificos foram
estudados (VAUGHN et al., 2020). Alguns desses complexos mostraram atividade
citotoxica significativa em linhagens cancerosas, inibindo enzimas essenciais para
o metabolismo celular ou interagindo com acidos nucleicos (SILVA et al., 2022).

Por fim, um ultimo grupo ligado aos complexos de cobre s&o as casiopeinas,
as quais tem demonstrado propriedades promissoras para o tratamento do cancer
(MARTINEZ-VALENCIA et al, 2020). Estas tém demonstrado resultados
promissores como alternativas as atuais terapias contra o cancer devido as suas
propriedades intercalantes com o DNA (CORONA-MOTOLINIA et al., 2020). Um
exemplo deste grupo é a casiopeina Caslll-ia, a qual possui agédo citotoxica e
antineoplasica in vitro e in vivo, e entrou na Fase | do ensaio clinico (AGUILAR-
JIMENEZ et al., 2022).

1.4 Aplicagao de antibiéticos no tratamento do céancer

Os antibioticos sdo compostos que possuem a capacidade de matar ou inibir
o crescimento de bactérias. No entanto, possuem efeitos sobre outras células do
corpo, incluindo as células cancerigenas. Varios antibiéticos tém sido utilizados no
tratamento de canceres, devido suas capacidades antiproliferativas, pro-
apoptéticas e anti-transicao epitelial-mesenquimal (EMT) (GAO et al., 2020).

Uma prova da utilizacdo dos antibidticos além da sua funcgao principal é a
ofloxacina, antibidtico da classe das fluoroquinolonas, que possui grande espectro
de acao, atua sobre a enzima DNA girase impedindo a etapa de replicagéao do DNA
(SAYED et al., 2023). Este antibiético, conjugado com outros compostos e até com
metalocomplexos e nanocarreadores esta sendo testada para varias doencgas
(SAYED et al., 2023; GALHANO et al., 2022). Alguns estudos sugerem que certos
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antibidticos podem ter efeitos anticancerigenos diretos. Por exemplo, a tetraciclina
e a doxiciclina tém sido estudadas como possiveis tratamentos para alguns tipos
de céncer, incluindo cancer de mama e melanoma (TRIALONI et al., 2022; ROK et
al., 2023).

Outro antibiético usado no tratamento de diversos tipos de cancer é a
ciprofloxacina (CHRZANOWSKA et al., 2020; FAN et al., 2020). E um antibiético da
classe das fluoroquinolonas, de amplo espectro, amplamente utilizado no
tratamento de infecgdes bacterianas, incluindo infecgdes do trato urinario,
respiratorio, gastrointestinal, cutdneo e osteoarticular (THAI et al., 2023). A
ciprofloxacina € administrada por via oral ou intravenosa, e sua acgao € inibindo a
atividade da enzima DNA girase, que € essencial para a replicagao do DNA (THAI
et al., 2023).

No entanto, é importante ressaltar que o uso de antibiéticos no tratamento
do cancer € limitado e geralmente é feito em combinagdo com outros tratamentos,
como quimioterapia e radioterapia. Além disso, os antibiéticos também podem
induzir a geragao de cancer ao interromper a microbiota intestinal, que promove
ainda mais a inflamacgao crénica, altera o metabolismo normal do tecido, leva a
genotoxicidade e enfraquece a resposta imune a desnutricdo bacteriana, afetando
adversamente o tratamento do cancer (GAO et al., 2020). Portanto, o uso de
antibioticos no tratamento do cancer deve ser sempre realizado sob orientagéo

médica e com cautela.

1.5 Modelagem molecular

A modelagem molecular € uma técnica in silico, ou seja, feita de modo
computacional, utilizada em quimica e biologia para estudar a estrutura e as
propriedades de moléculas e materiais a nivel molecular e atbmico. Essa técnica
permite a criagdo de modelos computacionais que simulam a estrutura, as
propriedades e o comportamento de moléculas e materiais, fornecendo
informagdes importantes sobre sua fungdo biolégica ou atividade quimica
(AMINPOUR et al., 2019).

Esta técnica € um ramo da bioinformatica, que € amplamente utilizada em
varias areas da ciéncia, incluindo a quimica medicinal e biologia estrutural. Na
quimica medicinal, a modelagem molecular é usada para identificar moléculas que

possam ser eficazes como farmacos e para otimizar suas propriedades
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farmacéuticas, como a afinidade por um receptor ou sua capacidade de atravessar
as barreiras bioldgicas (FISCHER et al., 2021). Ja na area relacionada a biologia
estrutural, concentra os estudos relacionados a conformagdes de proteinas e
estruturas de materiais genéticos, como o DNA e os varios tipos de RNA (ADELUSI
et al., 2022).

A modelagem molecular € baseada em algoritmos matematicos, capazes de
descreverem: a relagao entre a estrutura molecular e suas propriedades, quantificar
a energia de ligacao, classificar os tipos de interagdo, denominar a polaridade e a
solubilidade (TUNJIC et al., 2023). Com isso, estes modelos matematicos
execuados por computadores podem ser aplicados para entender melhor varios
tipos de processos bioldgicos.

Os resultados da modelagem molecular podem ser usados para prever a
atividade biolégica de um composto, projetar novos compostos com propriedades
especificas, observar interagdes entre compostos e moléculas biologicas, ou para
entender a relagdo entre a estrutura molecular e a atividade biolégica de uma
molécula ja conhecida. Deste modo, a modelagem molecular € uma ferramenta
poderosa e importante na pesquisa de novos farmacos e na compreensao dos
processos biolégicos (LIN et al., 2020).

1.5.1 Docking Molecular

Docagem molecular, atracamento, ancoragem, acoplamento ou docking
molecular € uma metodologia in silico essencial, uma vez que fornece o progndstico
dos modos de ligacdo de micromoléculas ou macromoléculas ao interagirem com
um sitio receptor. As poses (conformagdes e orientacbes) do ligante sao
encontradas por algoritmos de busca, enquanto a classificagdo dessas solugdes é
conduzida em termos de afinidade pelo sitio de ligagao via fungbes de pontuagao
(ou funcdes de score) (BATISTA et al., 2022).

Desde que o docking molecular foi desenvolvido na década de 1980, os
avangos técnicos de desempenho dos hardwares e a facilidade de acesso a
estruturas e composi¢cées de pequenas moléculas, proteinas, ligantes, DNA e
RNAs, contribuiram para o desenvolvimento de métodos aprimorados, tornando o
docking mais popular em ambientes industriais e académicos (STANZIONE et al.,
2021).
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Os métodos de docking molecular sdo usados para determinar a interagao
metabdlica entre duas moléculas e encontrar a melhor orientacdo de um ligante
para seu alvo molecular com o minimo de energia livre na formagdo de um
complexo estavel (ARJMAND et al., 2022). Além disso, pode ser usado para
realizar triagem virtual em grandes bibliotecas de compostos, classificar os
resultados e propor hipoteses estruturais de como os ligantes inibem o alvo (PINZI
etal., 2019).

Como uma abordagem abrangente, esse método computacional de design
de medicamentos possui alguns pontos vantajosos, um deles é sua capacidade de
economia, tanto em relagdo ao tempo quando se compara com outros métodos
convencionais no tratamento do cancer, quanto na economia de reagentes que
seriam gastos de modo desnecessario se tivessem feitos na bancada. Outra
vantagem é o aumento da produtividade e da qualidade na pesquisa farmacéutica
(ARJMAND et al., 2022). Portanto, nos ultimos anos, pode-se concluir que o
docking molecular pode ser considerado uma das novas estratégias na batalha

contra o cancer.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a citotoxicidade in vitro e in silico de complexos metalicos a base de
platina, paladio e cobre como possiveis agentes antineoplasicos para
desenvolvimento de farmacos, e caracterizar os mecanismos de agao in vitro e in

silico do melhor metalocomplexo.

2.2 Objetivos especificos
e Avaliar o modo de ligagdo e interagdes entre metalocomplexos com a
molécula de DNA utilizando Docking molecular;
e Avaliar a atividade citotoxica in vitro de metalocomplexos utilizando a
linhagem tumoral murina melanoma (B16-F10) e fibroblastos (NIH/3T3);
e Definir a concentragao inibitéria de 50% da viabilidade celular (ICso) e indice
de seletividade (IS) in vitro de metalocomplexos em diferentes linhagens

celulares;
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e Selecionar um metalocomplexo promissor para aprofundar estudos
relacionados a seu mecanismo de acao;

e Avaliar a atividade citotoxica in vitro do complexo promissor utilizando as
linhagens humanas de cancer de préstata (PC3) e a ndo tumoral (PNT2),
nas linhagens humanas de cancer de mama (MDA- MB-231) e n&o tumoral
(MCF-10A), na linhagem humana de céncer de colo de utero (HelLa),
linhagem de fibroblasto humano (HFF) e glioblastoma (U-87); por intermédio
dos ensaios de citotoxicidade Alamar Blue;

e Definir a concentragao inibitéria de 50% da viabilidade celular (ICso) in vitro
do composto promissor nas diversas linhagens citadas;

¢ Avaliar a capacidade do composto promissor em desencadear processos de
apoptose e necrose, utilizando citometria de fluxo;

e Analisar alteracbes nas fases de ciclo celular frente ao tratamento das
células com o composto promissor;

e Testar a capacidade do composto promissor em induzir autofagia por meio
de analises de vacuolos autofagicos marcados com monodansilcadaverina;

e Verificar a capacidade do composto promissor em induzir a produgao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) por marcagdo com sonda diacetato de

diclorofluoresceina.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Metalocomplexos

Os complexos metélicos de platina e paladio foram sintetizados e
caracterizados pelo laboratério do professor Dr. Wendel Guerra do Instituto de
Quimica da Universidade Federal de Uberlandia (UFU). J& o complexo de cobre
CUDOXPHEN foi sintetizado e caracterizado pelo laboratério da professora Dr.?
Elene Cristina Pereira Maia do Departamento de Quimica da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG).

3.1.1 Complexos de paladio (ML 33, ML 34, ML 42, ML44, ML 52)
Os complexos do tipo ML (Figura 4) foram obtidos utilizando uma reagéo que

envolve o precursor [Pd(en)Clz] com o respectivo ligante (Figura 5), na
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estequiometria 1:2, ou seja, M:L. Mais especificamente, uma solugdo metandlica (5
mL) contendo 0,125 mmol do precursor metalico foi adicionada gota a gota em uma
solugao contendo 0,250 mmol dos respectivos ligantes, previamente dissolvidos em
metanol (MeOH). Apds adi¢ao da solugao de cada ligante de interesse, seis gotas
de trietilamina foram adicionadas. A mistura reacional foi mantida sob agitacao
constante, em temperatura ambiente e na auséncia de luz por 96h. Os precipitados
de cada reacéao foram lavados com metanol e secos sob presséao reduzida.
Porém, o complexo ML52 (Figura 4e) foi obtido de maneira distinta. Este foi
sintetizado através da reagao entre o precursor [Pd(en)Cl2] e seu ligante (Figura
5e), com estequiometria 1:1, ou seja, M:L. Em uma solugdo metandlica (5 mL)
contendo 0,125 mmol (0,02989g) do precursor metalico foi gotejada uma solugao
contendo 0,125 mmol do ligante respectivo (0,02249) previamente dissolvidos em
MeOH. Apés adicao do ligante, seis gotas de trietilamina foram adicionadas. A
mistura reacional foi mantida sob agitacdo constante, em temperatura ambiente e
na auséncia de luz por 96h. O precipitado da reacao foi lavado com metanol e seco

sob presséao reduzida.

Figura 4 — Estrutura quimica e tridimensional dos complexos ML33, ML34, ML42, ML44 e ML52,
respectivamente da letra “a” até letra “e”.
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Fonte: Elaborado pelo autor utilizando os softwares ChemDraw e ChemDraw 3D, 2023.

Figura 5 — Estrutura quimica e tridimensional dos ligantes dos complexos ML33, ML34, ML42,
ML44 e ML52, respectivamente da letra “a” até letra “e”.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando os softwares ChemDraw e ChemDraw 3D, 2023.

3.1.2. Complexos de paladio com antibiéticos: [Pd(CPL)CI2] e [Pd(OFL)CIz]

A ciprofloxacina (CPL) (Figura 7a) € um antibiético do grupo das quinolonas,
e foi utilizado como ligante no processo de sintese do composto [Pd(CPL)CI2]
(Figura 6a). Nesta sintese, 0,25 mmol do sal K2[PdCl4] foi solubilizado em 5mL de
agua destilada, sendo adicionado 0,25 mmol de DMSO. Apds 1 hora, foi adicionado
lentamente uma suspensado metalica do ligante. O precipitado obtido foi filtrado,
lavado com metanol e éter etilico, e seco sob pressao reduzida.

O processo de sintese do [Pd(OFL)CI2] (Figura 6b) foi o mesmo que o do
composto [Pd(CPL)CI2], a diferenga entre eles € que o ligante do [Pd(OFL)CI2] é
uma suspensao metalica de paladio com a Ofloxacina (OFL) (Figura 7b), a qual
como mencionado na secdo de introdugdo € um antibidtico da classe

fluoroquinolona.

27



Figura 6 — Estrutura quimica e tridimensional dos complexos [Pd(CPL)CI2] na letra “a” e composto
[PA(OFL)CI2] na letra “b”.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando os softwares ChemDraw e ChemDraw 3D, 2023.

Figura 7 — Estrutura quimica e tridimensional dos ligantes Ciprofloxacina (CPL) letra “a”, e
Ofloxacina (OFL) letra “b’.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando os softwares ChemDraw e ChemDraw 3D, 2023.
3.1.3. Complexo de Platina: cis-[PtCl2(4NH)2], cis-[PtCl2(4TF)2], cis-[PtCl2(BH):2]
Este grupo de complexos a base de platina foi sintetizados utilizando como
precursor o Kz [PtCls] em uma reagao com outros trés ligantes (Figura 8) diferentes,
cada um resultando em um composto unico (Figura 9). Para uma solugao aquosa
contendo 0,125 mmol de [PtCl4], foi adicionado 0,25 mmol de hidrazida em metanol.
A mistura foi agitada por 48 h, quando um precipitado foi gerado, este passou por
um processo de separacgao por filtragdo, em seguida, foi lavado com agua destilada

e metanol e seco sob pressao reduzida.
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Estes complexos como dito anteriormente foram sintetizados pelo Instituto
de quimica da Universidade Federal de Uberlandia. A analise elementar que foi
empregada para verificar a pureza dos compostos e sua caracterizagao esta na
publicagdao de OLIVEIRA (2019).

NH

Figura 8 — Estrutura quimica e tridimensional dos ligantes dos complexos cis-[PtCI2(4NH)2], cis-
[PtCI2(4TF)2], cis-[PtCI2(BH)2], respectivamente da letra “a” até “c”.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando os softwares ChemDraw e ChemDraw 3D, 2023.

a) on
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Figura 9 — Estrutura quimica e tridimensional dos complexos cis-[PtCI2(4NH)2], cis-[PtCI2(4TF)2],
cis-[PtCI2(BH)2], respectivamente da letra “a” até “c”.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando os softwares ChemDraw e ChemDraw 3D, 2023.

3.1.4. Complexo de platina ML 57

O complexo ML7 (Figura 10a) foi obtido pela reagéo do precursor [Pt(en)I2]
e seu respectivo ligante (Figura 10b), com estequiometria 1:2, ou seja, M:L. Em
uma solugdo metandlica (5 mL) contendo 0,125 mmol (0,0636g) do precursor
metalico foi gotejada uma solugdo contendo 0,250 mmol de ligante previamente
dissolvidos em MeOH. Apds isso, seis gotas de trietilamina foram adicionadas. A
mistura reacional foi mantida sob agitacdo constante, em temperatura ambiente e
na auséncia de luz por 120h. Os precipitados de cada reagao foram lavados com

metanol, filtrados e secos sob pressao reduzida.

Figura 10 — Complexo ML57: Letra “a” representa a estrutura quimica e tridimensional do
complexo ML57, letra “b” representa a estrutura quimica e tridimensional do ligante do complexo
ML57.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando os softwares ChemDraw e ChemDraw 3D, 2023.
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3.1.5. Complexo de platina cis-[Pt(hidrazona)2CIi2] ou VH01

Primeiramente o ligante hidrazona de benzofenona (Figura 11b) foi
dissolvido em metanol, dessa solugéo foi usado 0,50 mmol, que foi adicionado gota
por gota na solugdo de 0,25 mmol do sal o Kz [PtCls] solubilizado em uma
quantidade minima de agua destilada. Terminada a adig&o, a reagao prosseguiu no
escuro e sob agitagdo por 48 horas. O precipitado foi filtrado, lavado com uma
mistura de agua destilada e metanol, e seco sob pressao reduzida. Ao final deste

processo temos o composto VHO1 (Figura 11a).

b)

Figura 11 — Complexo VHO1: Letra a representa “a” estrutura quimica e tridimensional do
complexo VHO1, letra “b” representa a estrutura quimica e tridimensional do ligante do complexo
VHO1.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando os softwares ChemDraw e ChemDraw 3D, 2023.

3.2 Sintese e caracterizagao do [Cu (doxiciclina)(1,10-fenantrolina)
(H20)(Cl104)](Cl04)

O cloridrato de doxiciclina (dox) foi adquirido da empresa Sigma Co. A
solugdo estoque foi preparadas imediatamente antes do uso para evitar a
degradagdo do ligante causada pelo oxigénio e pela luz. O Hexa-hidrato de
perclorato de cobre(ll) e mono-hidrato de 1,10-fenantrolina foram adquiridos das

empresas Aldrich e Synth, respectivamente.

O Complexo CUDOXPHEN foi preparado pela reagédo de Cu(ClO4)? 3 6H20
(0,1853 g, 0,5 mmol) com doxiciclina (0,2405 g, 0,5 mmol) em agua (10 mL). A

mistura foi agitada por 40 min, seguido pela adigdo de uma solugdo metandlica (5
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mL) de 1,10-fenantrolina monohidratada (0,0996 g, 0,5 mmol), e a mistura foi
agitada por mais trés hora. O precipitado verde foi filtrado, lavado com agua e seco

sob vacuo. Suas estruturas estao na Figura 12.

Figura 12 — Complexo CUDOXPHEN: Letra “a” representa a estrutura quimica e letra “b” estrutura
tridimensional.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando os softwares ChemDraw e ChemDraw 3D, 2023.

3.3 Docking molecular

As estruturas dos metalocomplexos foram primeiramente usando os
softwares ChemDraw versdo 12.0 e ChemBio3D versao 12.0, CambridgeSoft
Corporation, Cambridge, MA, USA. Onde foram otimizadas para obter maior
estabilidade, com o recurso de minimizagéo de energia de conformacao.

As ferramentas MGLTools versdao 1.5.7, Autogrid4d e Autodock4 foram
utilizadas para realizar os calculos de encaixe entre os compostos e uma molécula
de DNA obtida a partir do Protein Data Bank, PDB DOI: 10.2210/pdb126D/pdb,
NDB: BDJ051 (http://www.rcsb.org).

A molécula de DNA foi selecionada como uma molécula de estrutura rigida,
enquanto os ligantes, foram tratados como moléculas de estrutura flexivel, o que

mantém todas as tor¢gdes da sua cadeia. Os arquivos relativos ao DNA e aos
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complexos metalicos foram gerados por meio da interface do programa (JANSON
& PAIARDINI, 2021).

Atomos diferentes das estruturas dos ligantes e do receptor, foram
removidos, inclusive moléculas de agua. A adigdo de hidrogénios polares foi
realizada na molécula de DNA, e as cargas foram calculadas pelos métodos
Kollman e Gasteiger para cada uma das moléculas e complexos (GUNGOR et al.,
2021).

O DNA foi selecionado por uma caixa de varredura (grid box) com
coordenadas atébmicas, 60 x 64 x 96 e espagamento de -0,528 Angstrom. Para
realizacédo dos calculos de ligagdes, entre ligante e receptor, foram utilizados
algoritmos genéticos lamarkianos, e o numero de algoritmos genéticos executados
foi definido para 100 e o numero de avaliagdes foi definido para 2,5 milhdes
(KHEIRDOOSH et al., 2020; SHI et al., 2015).

Para cada uma das interacbes avaliadas, o Autodock classificou em um
ranking de conformacdo do primeiro ao ultimo lugar, respectivamente as
conformagdes que possuiam menor energia para o de maior energia.

Conformacgdes que exigem menos energia sao mais favoraveis e espontaneas.

3.4 Manutencgao das linhagens celulares

As linhagens celulares, B16-F10, NIH/3T3, PC-3, PNT-2, HFF e HelLa, foram
cultivadas in vitro, utilizando meio RPMI-1640 (Gibco®, Paisley, UK). Ja as
linhagens MDA e U-87 foram cultivadas in vitro, utilizando meio DMEN baixa glicose
(Gibco®, Paisley, UK). Ambos foram suplementados com 100 yL/mL de penicilina,
(Sigma Chemical Co.®, St. Louis, USA), 10% de volume de soro fetal bovino
inativado por aquecimento (Cultilab®, Campinas, Brasil).

A linhagem MCF-10A foi cultivada in vitro, utilizando meio DMEN-F12
(Gibco®, Paisley, UK) suplementado com: 10 ug/mL de Insulina, 0,5 pug/mL de
hidrocortisona, 20 ng/mL de fator de crescimento epidérmico (EGF) e 100 yL/mL
de penicilina, (Sigma Chemical Co.®, St. Louis, USA), 10% de volume de soro fetal
bovino inativado por aquecimento (Cultilab®, Campinas, Brasil). Todas as garrafas
possuiam um volume de 25 cm? e 75 cm? e foram mantidas em incubadora de CO:

a 5% em temperatura de 37°C.
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3.5 Ensaio de redugao da resazurina

Para estimar o potencial citotéxico dos metalocomplexos foram realizados
testes de viabilidade pela redugdo da resazurina a resorufina, nas linhagens
descritas no topico anterior. Foi utilizada microplacas estéreis de 96 pogos, com
uma concentracdo de 1 x 10° células por poco. Os complexos metalicos foram
diluidos, em concentragbes de 1 a 100 uM, e foram testados nas linhagens
celulares.

Para os ensaios, armazenou-se as microplacas em incubadora de CO2 a 5%
e temperatura de 37 °C por 20 horas. Apds este periodo de tratamento, a cada pogo
da microplaca foi adicionado 20 uL do reagente colorimétrico, Alamar Blue, com
intuito de realizar a leitura em um espectrofotdmetro de microplaca, ao completar
24 horas, e foi utilizado os comprimentos de onda de 570 e 600 nm.

A viabilidade celular foi calculada usando a seguinte férmula:

(02xA1)(01xA2)
(02xP1)(01xP2)

x 100

% de viabilidade celular =

Na qual: A1 = absorbancia das células tratadas a 570nm; A2 = absorbancia
das células tratadas a 600nm; O1 = coeficiente de extingdo molar (E) de Alamar
Blue oxidado a 570nm (pré-determinado em 117216); O2 = valor de coeficiente de
extingdo molar (E) de Alamar Blue oxidado a 600nm (pré-determinado em 80586);
P1 = valores de absorbancia do controle negativo a 570nm; P2 = valores de

absorbancia do controle negativo a 600nm.

3.5.1 indice de seletividade (IS)

Para verificar a seletividade da formulagao frente as células tumorais, foi
necessario calcular o indice de seletividade (IS), que é dado pela relagao entre as
concentragbes necessarias para reduzir 50% da viabilidade celular (ICso0) das

células ndo tumorais em relagcéo as tumorais. Utilizou-se a seguinte formula:

_1C€50 da linhagem ndo tumoral

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

e serdo considerados promissores.

3.6 Ensaio de Apoptose e Necrose

Para desenvolver este teste foi utilizado kit de apoptose e morte celular (FITC
Annexin V/ Dead Cell Apoptosis Kit) (Invitrogen), que por intermédio da marcagéao
utilizando anexina V e lodeto de Propideo (IP) e da utilizagdo de citometria de fluxo
€ possivel fazer a analise do percentual de apoptose e necrose causado pelo
composto CUDOXPHEN.

Previamente foi preparado as solugbes de uso de anexina V e PI, a partir da
solucdo estoque presentes no kit. Com estas solugdes prontas, foi utilizado uma
placa de 24 pogos, com uma concentracdo de 2 x 10° de células por pogo, o
experimento foi desenvolvido em triplicata, a linhagem utilizada neste experimento
foi a MDA-MB 231 com o composto CUDOXPHEN.

Estas células foram incubadas em uma estufa de CO2 com o tratamento nas
concentracdes de 4, 8, 16 uM durante um periodo de 24h. Além disso, foi feito
também grupos controle positivo utilizando cisplatina na concentragcao de 100
Mg/mL e grupos controle negativo.

Apos a etapa do tratamento, as células foram retiradas da placa passadas
para tubos de 1,5 mL, centrifugadas por 10 minutos a 1.000 rpm e lavadas com
PBS 1X, em seguida, foi centrifugado novamente, descartado o sobrenadante e
ressuspendido o pellet em 50 uL do tampéo de ligagdo a anexina V.

Depois foi adicionado os marcadores anexina V e Pl nos tubos e incubados
a temperatura ambiente no escuro por 15 minutos. Passado o tempo foi adicionado
200 pL do tampao de ligagédo a anexina V e colocado os tubos no gelo até a leitura
no citdmetro de fluxo. Os dados obtidos foram analisados utilizando o GraphPad
Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, Califérnia, EUA).

3.7 Ensaio de analise do ciclo celular

No experimento de analise do ciclo celular, uma placa de 24 pocos foi
utilizada, cada pogo contendo uma concentragdo de 2 x 10° células. O experimento
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foi realizado em triplicata, empregando a linhagem MDA-MB-231 e o composto
CUDOXPHEN. As células foram incubadas em uma estufa de CO2 com tratamentos
variando entre 4, 8 e 16 yM, ao longo de 24 horas.

Adicionalmente, foram criados grupos de controle positivo, nos quais foi
utilizado cisplatina na concentragao de 100 ug/mL, e grupos de controle negativo.
ApoOs a etapa de tratamento, as células foram removidas da placa e transferidas
para tubos de 1,5 mL. Em seguida, foram centrifugadas a 1.000 rpm por 10 minutos
e lavadas com PBS 1X. Posteriormente, uma nova centrifugacao de 10 minutos a
1.000 rpm foi realizada para obter o pellet, este por sua vez, foi ressuspendido em
300 pyL de PBS 1X e 700 pL de alcool absoluto, que serviu para fixar as células.

Ap0s esta etapa de fixacao foi feito a incubagao por 30 minutos, em seguida,
foi feito a centrifugacao de 10 minutos, porém desta vez a 500g, o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi lavado 2 vezes com PBS 1X, o sedimento celular foi
ressuspendido em 250 uL de PBS 1X.

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

Software Inc., La Jolla, Califérnia, EUA).

3.8 Ensaio de Autofagia

No ensaio de autofagia foi utilizado uma placa de 24 pogos, contendo uma
concentragdo de 2 x 10° células por pogo. O estudo foi conduzido em triplicata,
utilizando a linhagem MDA-MB-231 e o composto CUDOXPHEN. As células foram
incubadas em uma estufa de CO2 com diferentes concentragdes de tratamento: 4,
8 e 16 ug/mL, ao longo de 24 horas.

Além disso, foi feito também grupos controle positivo utilizando cisplatina na
concentracdo de 100 pg/mL e grupos controle negativo. Apdés a etapa do
tratamento, as células foram lavadas com PBS 1X, e adicionou-se na placa uma
solugdo de 0,05 mmol L' de monodansilcadaverina (MDC), com isso foi feita uma
incubagéo na estufa de COz2 por 15 minutos.

Em seguida, as células foram retiradas da placa passadas para tubos de 1,5
mL, centrifugadas por 10 minutos a 1.000 rpm e lavadas 2 vezes com PBS 1X, em
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seguida, foi executada uma nova centrifugagcdo de 10 minutos a 1.000 rpm para
obter o pellet. O qual foi ressuspendido em uma solu¢ao de PBS-Glicina com uma
concentracéo de 0,1 M.

Estas suspenc¢des de amostras foram colocadas em outra placa de 24 pogos,
e levadas para o microscopio de fluorecéncia, nele foi retirado fotos de cada poco

e as imagens foram analisadas no software ImageJ versao 1.53k (Java 1.8.0_172).

3.9 Deteccao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

Para conduzir este teste, utilizou-se uma placa preta com fundo transparente
de 96 pocos. Em cada pogo, foi adicionada a linhagem MDA-MB-231, numa
concentragdo celular de 10%. Os grupos testados no experimento incluiram um
controle negativo, um controle positivo (com cisplatina numa concentragcao de 100
pg/mL) e diferentes concentracbes de CUDOXPHEN (4, 8 e 16 uM).

Aposs o processo de plaqueamento, foi aguardado um intervalo de 3 horas
antes de iniciar o tratamento. Depois do tratamento, a placa foi incubada por 24
horas numa estufa de CO2 a uma concentragcao de 5% e a uma temperatura de
37°C. Passado esse periodo, adicionou-se a sonda H2DCF-DA (2',7’- diacetato de
diclorofluoresceina) (Invitrogen) e a placa foi novamente incubada por 30 minutos.
Concluido esta etapa, a placa foi levada ao fluorimetro e lida no espectro do verde
(excitacdo 475nm e emissao 500nm). Os dados obtidos foram analisados utilizando
o GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, Califérnia, EUA).

3.10 Tratamento de dados

As analises das melhores estruturas dos compostos metalicos foram feitas
utilizando o ChemDraw e ChemDraw 3D, ja as analises de docking molecular foram
avaliadas usando o programa AutoDock Tools versédo 1.5.7.

No que tange as analises do ICso (concentragdo que inibe 50% do
crescimento celular) foi utilizado o programa GraphPad Prism 8.0 (GraphPad
Software Inc., La Jolla, Califérnia, EUA), a partir de uma regressao nao linear, em
que a porcentagem da viabilidade celular foi determinada como uma fungéo
logaritmica de base 10 das concentragbes testadas, assumindo um intervalo de
confianga de 95% (p <0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 Docking Molecular
Os resultados obtidos por intermédio desta analise in silico constam na
Tabela 1.

Energia da Interagao
Ligacoes de
Metalocomplexos ligacao ) . Intercalacdo com suico
(Kcal/mol) hidrogenio do DNA

ML 33 -8,31 6 NI Menor
ML 34 -8,75 3 Intercalante Menor
ML 42 -8,16 4 Intercalante Menor
ML 44 -9,10 4 NI Menor
ML 52 -9,22 3 NI Maior
ML 57 -8,55 4 Intercalante Menor
CPL -6,93 2 NI Menor
OFL -6,39 2 NI Menor
VHO1 -9,99 2 NI Menor
PT4NH -9,02 5 Intercalante Menor
PT4TF -8,70 2 NI Menor
PTBH -6,20 2 NI Menor
CUDOXPHEN -6,38 5 Intercalante Maior

*NI| - No intercalante

Tabela 1 — Energia das intera¢des entre metalocomplexos e a molécula de DNA, numero de
ligacdes de hidrogénio entre as interagdes, tipo de intercalacao e sulco de interacéo.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Além dos valores obtidos, foi possivel construir as figuras abaixo
demonstram como os metolocomplexos interagem com a molécula de DNA,
ressaltando as ligacdes de hidrogénio que se encontram como esferas na cor verde
(Figura 13 — Figura 25).
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Figura 13 — Interagéo entre ML33 com a molécula de DNA.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o programa AutoDock Tools, 2023.

_%

Figura 14 — Interacéo entre ML34 com a molécula de DNA.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o programa AutoDock Tools, 2023.

Figura 15 — Interagéo entre ML42 com a molécula de DNA.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o programa AutoDock Tools, 2023.
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Figura 16 — Interagcédo entre ML44 com a molécula de DNA.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o programa AutoDock Tools, 2023.

Figura 17 — Interagao entre ML52 com a molécula de DNA.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o programa AutoDock Tools, 2023.

Figura 18 — Interacéo entre ML57 com a molécula de DNA.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o programa AutoDock Tools, 2023.
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Figura 19 — Interagéo entre CPL com a molécula de DNA.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o programa AutoDock Tools, 2023.

Figura 20 — Interagédo entre OFL com a molécula de DNA.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o programa AutoDock Tools, 2023.

Figura 21 — Interagao entre VHO1 com a molécula de DNA.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o programa AutoDock Tools, 2023.
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Figura 22 — Interagéo entre PTANH com a molécula de DNA.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o programa AutoDock Tools, 2023.

Figura 23 — Interagéo entre PT4TF com a molécula de DNA.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o programa AutoDock Tools, 2023.

Figura 24 — Interagéo entre PTBH com a molécula de DNA.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o programa AutoDock Tools, 2023.
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Figura 25 — Interagcéo entre CUDOXPHEN com a molécula de DNA.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o programa AutoDock Tools, 2023.

Neste ultimo caso, de forma mais contundente, a intercalacdo ocorre
preferencialmente no sulco maior por meio de ligacbes de hidrogénio entre
hidrogénio 41 e citosina 6 na cadeia A e entre o hidrogénio 7 com guanina 14 na
cadeia B, conforme pode ser visto na Figura 26, onde tais ligacbes estado

destacadas por meio das esferas verdes.

Figura 26 — Ampliagédo da interagdo entre CUDOXPHEN-DNA mostrando as ligagdes de
hidrogénio como esferas verdes.

Fonte: Elaborado pelo autor utilizando o programa AutoDock Tools, 2023.

4.2 Ensaio de reducao da resazurina

Este ensaio teve como objetivo mensurar a citotoxicidade do
metalocomplexo na linhagem tumoral (B16F10) e controle (NIH-3T3). Neste sentido
as doses encontradas para viabilidade celular (ICs0) em todos os compostos se
mostraram altas, logo todos os compostos da Tabela 2 foram enquadrados como
nao citotoxicos. Além disso, todos os valores do indice de seletividade (IS) foram
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inferiores ou préximos de 1, valor este que nado é interessante para um

quimioterapico.

ICs0 ICs0
Compostos NIH/3T3 B16-F10 IS

(M) (UM)
ML 33 141,9 208,0 0,68
ML 34 137,3 208,0 0,66
ML 42 209,2 230,4 0,91
ML 44 229,1 217,9 1,05
ML 52 216,6 2721 0,80
ML 57 188,9 233,5 0,81
CPL 212,6 229,9 0,92
OFL 228,3 240,2 0,95
VHO1 213,0 210,6 1,01
PT4NH 242,0 239,0 1,01
PTATF 223,7 223,1 1,00
PTBH 274 1 260,7 1,05

Tabela 2 — IC50 e indice de seletividade (IS) dos metalocomplexos nas linhagens utilizadas.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

Para o composto CUDOXPHEN as doses encontradas que reduzem em 50%
a viabilidade celular (ICs0) de todas as linhagens testadas e o valor do indice de
seletividade (IS), se encontram na Tabela 3. Os valores de ICso mostraram uma boa
dose de citotoxicidade, porém uma baixa seletividade, ja que os valores préximos
a 1, significa que para cada célula tumoral morta pela agédo do composto uma célula

saudavel também morre.
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CUDOXPHEN

Linhagens IC:;
1S
celulares MM
HelLa 7,2
1,09
HFF 7,9
MDA — MB 231 7,9 10
MCF-10A 7.9 |
PC-3 6,6
0,85
PNT-2 5,6
uU-87 15,7
1 0,36
Epitelial 0,6

1S — Indice de seletividade

Tabela 3 — IC50 e indice de seletividade (IS) do metalocomplexo CUDOXPHEN nas linhagens
utilizadas.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2023.

4.3 Detecgao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

O ensaio em questdo visa quantificar e observar se 0 composto
CUDOXPHEN ¢é capaz de induzir a formagdo de ROS em células tumorais de
mama. De acordo com os dados obtidos e ao serem comparados com o controle
negativo pode ser observado que ocorre um aumento na produgdao de ROS a
medida que a concentracdo de composto também aumenta (Figura 27).

[{el)

Entre o grupo controle negativo e a concentragdo de 4 uM o valor de “p” ndo
foi significante. Contudo, entre as demais concentracbes (8 ytM e 16 uM) o
tratamento se mostrou eficiente na producdo de ROS, possuindo um valor de “p”
inferior a 0,01. Por fim, o que se mostrou como maior produtor de ROS foi a

cisplatina, quando comparado ao controle negativo.
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Figura 27 — Grafico representativo da intensidade média de fluorescéncia da marcacgéo de espécies
reativas de oxigénio com H2DCF-DA na linhagem tumorigénica MDA-MB-231. Os dados
representam a média + o erro padrdo. ** equivalente a p < 0.01 e “ns” sendo nao significante,
comparando com o controle negativo por one-way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni.

4.4 Analise do ciclo celular

Como resultado para este ensaio pode-se perceber que no controle positivo
e nas concentragbes de 8 yM e 16 yM quando comparados com 0O grupo sem
tratamento, foi observado um aumento significativo (p<0,0001) de células na fase
GO0-G1 do ciclo celular e uma diminuicao significativa (p<0,0001) na fase G2 para
os tratamentos com o CUDOXPHEN e de p<0,001 para cisplatina.

Com relacéo ao tratamento na concentracao 4 uM, em G0-G1 a diferenca
significativa “p” para o controle negativo foi de 0,1. Ja na fase de G2 nao houve
diferencga significativa com o grupo sem tratamento.

Por fim, na fase S ndo ocorreu diferenga significativa da concentragao 4 uM
e do controle positivo para o grupo sem tratamento. Ja para as concentragdes de 8
MM e 16 uM houve uma diminuigao significativa (p<0,0001) na porcentagem de

células nesta fase (Figura 28).
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Figura 28 — Histogramas representativos das fases do ciclo celular de células tumorigénicas MDA-
MB-231 tratadas com diferentes concentragdes de CUDOXPHEN (4 uM, 8 uM e 16 uM). Para o
grafico de barras, os dados representam a média * erro padréo. * p < 0,05. ** p < 0,01, *** p < 0,001

e *** p < 0,0001 (em comparagao com o controle negativo) por one-way ANOVA seguido de pds-
teste de Bonferroni.

4.5 Ensaio de Apoptose e Necrose

Com os resultados deste teste, pode-se observar que os tratamentos em
todas as suas concentragdes juntamente com o controle positivo reduzem de modo
significativo (p<0,0001) a porcentagem de células viaveis quando se compara com
o controle negativo.

Além disso, em todos os grupos quando comparados com O grupo sem
tratamento foi visto um aumento significativo (p<0,0001) na porcentagem de células
em apoptose inicial. No cenario de apoptose tardia observou-se alteragao
significativa (p<0,01 e p<0,1) apenas nas concentracbes de 8 UM e 16 uM
respectivamente, quando comparado ao grupo negativo. Por fim, é visto que em

nenhum dos grupos aconteceu o processo de necrose (Figura 29).
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Figura 29 — Micrografia de epifluorescéncia, porcentagem de células MDA-MB-231 apoptéticas
medidas por citometria de fluxo e histograma representativo do tipo de morte celular induzida pelos
tratamentos na linha celular tumoral MDA-MB-231 com 4 uM, 8 uM e 16 yM de CUDOXPHEN. Para
o gréfico de barras, os dados s&o apresentados como média * erro padrédo. * p < 0,05. ** p < 0,01,
*** p < 0,001 e **** p < 0,0001 (em comparacdo com o controle negativo) por two-way ANOVA
seguido de pos-teste de Bonferroni.

4.6 Ensaio de Autofagia

Os resultados deste experimento mostraram-se muito satisfatérios, no
sentido de evidenciar que, o tratamento das células MDA-MB-231 com o composto
CUDOXPHEN induz a formagéao de vesiculas autofagicas, e este aumento inclusive
€ maior que o ocasionado pelo controle positivo. Tal observacdo pode ser feita
analisando o grafico na Figura 30.

E possivel notar que com o aumento da concentracdo de CUDOXPHEN
houve aumento na producao de “bolsdes” autofagicos. E este aumento em todas
as concentragdes utilizadas se mostrou significativo (p<0,0001).
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Figura 30 — Grafico representativo da intensidade média de fluorescéncia da marcagdo dos
vacuolos autofagicos com MDC na linhagem tumorigénica MDA-MB-231. Os dados representam a
média + o erro padrao. **** equivalente a p < 0.0001, comparando com o controle negativo por one-
way ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni.

5. DISCUSSAO

5.1 Docking Molecular

A identificacdo da intercalacdo como modo de interagao entre os compostos
ML34, ML42, ML57, PTANH e CUDOXPHEN com a molécula de DNA é um tipo de
observacgédo vista entre outros metalocomplexos e o DNA (FANTONI et al., 2021).
A intercalacado ¢ um fendmeno bem documentado em estudos de ligantes de DNA,
e sua relevancia bioldgica é notavel, isso é devido a inser¢do do complexo entre as
bases nitrogenadas da dupla hélice do DNA poder afetar processos biolégicos
essenciais, como replicagao e transcricdo do DNA (HU et al., 2021), o que para um
quimioterapico é uma caracteristica excelente.

Além disso, os valores negativos de energia de interagédo obtidos por todos
os compostos observados neste estudo estdo dentro da faixa tipica relatada para
interacdes de compostos metalicos com o DNA (JOAQUI-JOAQUI et al., 2022).
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Esta energia negativa sugere uma forte afinidade entre o metalocomplexo e o DNA,
corroborando com a estabilidade da interagéo.

A capacidade dos metalocomplexo ML52 e CUDOXPHEN de formar
ligagbes de hidrogénio no sulco maior do DNA é digna de nota, pois esse local é
conhecido por ser um sitio preferencial para interagdes especificas com moléculas
organicas (ELLEUCHI et al., 2020). Além disso, a interagao por meio de ligagdes
de hidrogénio pode influenciar a conformagdo do DNA, alterando sua estrutura
tridimensional (SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2022). Isso pode ter implicacdes na
regulacdo e expressao génica, dificultando o processo de desenvolvimento da

célula tumoral.

5.2 Ensaio de reducao da resazurina

A demonstracdo de uma baixa citotoxicidade da maioria dos compostos
utilizados, é um indicativo da dificuldade de se obter moléculas com o potencial
quimioterapico, ja a constatagdo de uma citotoxicidade moderada a alta do
composto CUDOXPHEN esta em concordancia com estudos anteriores que
investigaram este agente citotoxico (LOPES et al., 2020).

No entanto, a baixa dose requerida para atingir esse efeito pode ser tanto
promissora quanto preocupante. Por um lado, a eficacia a baixas concentracdes
pode ser vantajosa para minimizar reagdes adversas em aplicagbes terapéuticas.
Por outro lado, a rapida citotoxicidade pode apresentar desafios relacionados a
seletividade e seguranga (NODA et al., 2021).

O indice de seletividade de 1 ou préximo a este valor, obtido por todos os
metalocomplexos utilizados neste estudo, embora ndo seja favoravel, € um
parametro crucial a ser considerado. Este valor indica que a toxicidade dos
compostos metalicos em questdo n&o € discriminatoria entre células tumorais e
saudaveis, tal valor de indice também €& um obstaculo em outros trabalhos
(HAMOUDA et al., 2021), o que representa uma limitagao significativa para seu
potencial terapéutico.

Contudo, considera-se o bindmio Risco—Beneficio na tomada de deciséo
para uma terapia farmacolégica (RAJU et al., 2017). Por exemplo, dependendo do
grau de letalidade de um dado tipo de cancer, mesmo que um ativo seja citotoxico

para células saudaveis, o tratamento farmacoldgico podera ser adotado se ele for
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bastante eficiente contra células tumorais. Ou seja, quando o beneficio superar o
risco o farmaco pode ser utilizado no tratamento. Tal ponto serve de consideracao,
uma vez que o composto CUDOXPHEN em algumas linhagens nao possui
seletividade, porém, apresenta excelente citotoxicidade nas linhagens tumorais.
Estratégias futuras de bioisosterismo serdo consideradas para induzir
modificagdes na estrutura do CUDOXPHEN, o qual apresentou melhor ICso, €
desenvolver estratégias de entrega direcionada para melhorar a seletividade,

mantendo sua eficacia citotdxica.

5.3 Deteccao de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A observacao de um aumento na producado de ROS em resposta ao aumento
da concentragao do composto esta em conformidade com estudos anteriores que
exploraram os efeitos de agentes quimicos na geracdo de ROS (WANG et al.,
2021). Essa resposta pode estar relacionada a processos de estresse oxidativo
desencadeados pelo composto, indicando uma potencial atividade pr6-oxidativa,
caracteristica desejada para um quimioterapico (LIU et al., 2020).

No entanto, a falta de significancia estatistica ao comparar a menor
concentragéo do tratamento com o controle negativo levanta questdes importantes
sobre a dose-dependéncia dessa resposta. Pode-se especular que, em
concentracbes mais baixas, o composto pode nao desencadear alteragcdes
significativas na producéao de ROS, sugerindo um possivel limiar de resposta.

O entendimento da dindmica da resposta oxidativa induzida por compostos,
€ crucial para avaliar seu potencial terapéutico (SHAW et al., 2022). Um exemplo
disso é que o excesso de cobre pode causar estresse oxidativo, danificando o DNA
e outras biomoléculas (lipidios e proteinas) através das reagdes de Fenton
(MALEKIRAD et al., 2021).

Além disso, ensaios de clivagem de DNA plasmidial com o complexo
CUDOXPHEN na presenga de necrofagos de ROS, mostraram resultados que
relacionam o mecanismo de clivagem de DNA com a formagao de ROS (SILVA et
al., 2011). Deste modo, pesquisas futuras podem explorar mais a fundo os
mecanismos moleculares subjacentes a essa resposta e investigar estratégias para
modular seletivamente a producdo de ROS em diferentes concentracbes do

composto.
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5.4 Analise do ciclo celular

A constatacao de que os tratamentos com CUDOXPHEN nas concentragdes
de 8 yM e 16 uM induzem o aprisionamento das células na fase G0-G1 é
consistente com os efeitos conhecidos de agentes antiproliferativos (CROZIER et
al., 2022). Essa parada no ciclo celular é frequentemente associada a estratégias
terapéuticas eficazes, uma vez que a reducio na divisao celular pode resultar na
inibicdo do crescimento tumoral (SUSKI et al., 2021). A similaridade desse efeito
com a cisplatina reforga o potencial do CUDOXPHEN como agente antineoplasico.

A reducédo significativa de células na fase S nos grupos tratados com
CUDOXPHEN destaca um impacto adicional na replicacdo do DNA. A diminuicao
da fase S sugere que o metalocomplexo pode interferir no processo de replicacao,
comprometendo a capacidade das células cancerosas de proliferar, sugerindo
também problemas na replicagdo do DNA. Tal informagé&o vai de encontro com os
resultados dos ensaios de clivagem de DNA plasmidial feitos por (SILVA et al.,
2011) e das analises feitas por este presente estudo com os ensaios de ROS e
docking molecular, onde em todos os casos € possivel ter cenarios de danos no
DNA, sejam eles quebra de fita dupla, simples e intervcalagao.

A capacidade do CUDOXPHEN de modular o ciclo celular, reduzindo tanto
a divisdo celular quanto a replicagcdo do DNA, sugere um potencial terapéutico
consideravel. Esse efeito pode ser particularmente relevante em tumores com uma
taxa de replicagao elevada, comuns em muitos tipos de cancer (GALIANA et al.,
2020). Deste modo, compreender que esse metalocomplexo modula o ciclo celular
e interfere na replicacao do DNA pode auxiliar o desenvolvimento de terapias contra

0 cancer.

5.5 Ensaio de apoptose e necrose

A reducgdo na porcentagem de células viaveis para todas as concentragdes
de tratamento, em comparagéo com o controle negativo, € um indicativo consistente
da eficacia do tratamento. Esse efeito, compartiihado com o controle positivo,
sugere que o composto em estudo possui propriedades antiproliferativas,
promovendo a diminuicdo da viabilidade celular. Essa observacao € fundamental,

pois a inibicdo do crescimento celular € um objetivo primordial em estratégias
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terapéuticas contra o cancer, e outros metalocomplexos foram vistos tendo
capacidade similar de redugao da viabilidade celular (NASCIMENTO et al., 2021).

A correlagao entre a concentragéo do tratamento e a porcentagem de células
em apoptose inicial sugere uma resposta dose-dependente. A crescente indugao
da apoptose inicial em concentragdes mais elevadas do tratamento € um achado
relevante, indicando que o composto pode ativar mecanismos apoptoticos nas
células cancerosas. Isso € particularmente encorajador, pois a apoptose é um
processo natural de eliminagdo de células danificadas ou indesejadas e um
mecanismo buscado para tratamentos de cancer (CARNEIRO et al., 2020).

A ocorréncia de apoptose tardia especificamente nas concentragcdes de 8 yM
e 16 uM do tratamento € uma descoberta significativa. Isso sugere que essas
concentracbes podem desencadear eventos especificos que prolongam ou
intensificam o processo apoptético. Compreender os mecanismos moleculares
subjacentes a esse fendmeno pode abrir caminho para otimizar a eficacia
terapéutica e melhorar a seletividade do tratamento.

A auséncia de necrose em todos os casos, incluindo o controle positivo, &
uma informacgao relevante para a seguranga do tratamento. A necrose, um tipo de
morte celular ndo programada, muitas vezes esta associada a danos extensos e
indiscriminados (ZAPLETAL et al., 2023). A falta desse efeito sugere que o
composto em estudo pode induzir a morte celular de maneira controlada, através

dos processos apoptéticos, minimizando danos colaterais.

5.6 Ensaio de autofagia

A autofagia, € um mecanismo celular de autodigestao e reciclagem, tem sido
cada vez mais reconhecida como um alvo terapéutico relevante no cancer (YANG
et al., 2020). A evidéncia de que o tratamento com o composto CUDOXPHEN induz
a formacéao de vesiculas autofagicas € interessante, uma vez que, a modulagéo da
autofagia é uma importante area de interesse na melhoria da eficacia
antineoplasica (GgSIORKIEWICZ et al., 2020).

A observacédo de que o aumento na formagéao de vesiculas autofagicas €
mais pronunciado com o CUDOXPHEN em comparagéo ao controle positivo sugere
que este composto pode ter uma influéncia mais significativa na ativacdo da

autofagia. Este resultado é particularmente interessante, uma vez que a autofagia
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excessiva pode levar a morte celular programada, proporcionando uma via
potencialmente eficaz para a eliminagéo de células cancerosas (LI et al., 2021).

A relagdo dose-resposta entre a concentragdo de CUDOXPHEN e a
producao de vesiculas autofagicas € um achado importante. Sendo que, o aumento
significativo em todas as concentragbes usadas indica uma resposta consistente e
robusta do CUDOXPHEN na ativagdo da autofagia.

6. CONCLUSAO

Os metalocomplexos investigados neste estudo demonstraram uma
interacao substancial com o DNA nos testes in silico, evidenciando ligagbes de
hidrogénio e intercalagédo, o que ressalta o potencial dos mesmos como agentes
quimioterapicos. No entanto, a baixa citotoxicidade demonstrada por muitos
compostos compromete sua utilizagdo nesta area da quimioterapia. Contudo,
dando um destaque para o composto CUDOXPHEN que apresentou uma
citotoxicidade moderada/alta em baixas concentragdes levanta desafios quanto a
seletividade, porém se mostra um composto a ser melhor analisado e com um bom
potencial quimioterapico.

Deste modo, a analise das ROS revela uma resposta complexa, proporcional
a concentragdo do composto. Embora a menor concentracdo nao tenha
significancia em comparagao com o controle negativo, a maior producdo de ROS
no controle positivo destaca a complexidade das respostas celulares, sublinhando
a importancia de consideracdes cuidadosas de dose e seletividade.

O tratamento com o composto CUDOXPHEN, especialmente nas
concentracdes de 8 uM e 16 uM, demonstrou efetivamente a inibigdo da divisao
celular e reducao na replicacdo do DNA. A eficacia na reducao da viabilidade celular
e a indugao de apoptose em concentragdes mais elevadas indicam um potencial
terapéutico significativo, enquanto a auséncia de necrose contribui para a
seguranga do tratamento.

A formacgdo de vesiculas autofagicas em resposta ao tratamento com
CUDOXPHEN reforca a versatilidade desse composto na modulagao de processos
celulares. Esses resultados abrangentes respaldam a aplicabilidade promissora do

CUDOXPHEN como agente antineoplasico, enfatizando a necessidade continua de
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pesquisa para otimizar sua eficacia, seletividade e seguranca em aplicagbes

clinicas futuras.
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