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RESUMO 

 

Este trabalho teve como objetivo estudar o potencial citotóxico do composto de 

coordenação de cobre [Cu(L1)Cl]Cl.2H2O (Cuα), em célula de carcinoma de pulmão 

NCI-H460. O ensaio de viabilidade celular determinado pelo método colorimétrico 

MTT, demonstrou a capacidade do composto de diminuir a viabilidade da linhagem 

neoplásica de maneira concentração-dependente. A avaliação de morte celular 

através de marcação com anexina V e iodeto de propídio e análise do ciclo celular 

(Sub G1) confirmaram que a citotoxidade relacionada ao composto Cuα ocorre pela 

indução de apoptose. Análise do potencial de membrana mitocondrial juntamente 

com marcação fluorescente e microscopia eletrônica de transmissão mostraram o 

comprometimento mitocondrial durante o processo de apoptose induzido pelo 

composto Cuα. O ensaio de avaliação de ativação de caspase 12 por citometria de 

fluxo demonstrou aumento significativo de ativação em decorrência do estresse do 

retículo endoplasmático e das mitocôndrias, possivelmente amplificando o sinal 

apoptótico. Análise ultraestrutural por microscopia eletrônica de transmissão mostrou 

alterações significativas em mitocôndrias e retículo endoplasmático, má preservação 

de matriz citoplasmática e vacuolização intensa em tempos iguais ou maiores que 

12 horas. Análise da integridade na superfície da membrana celular por microscopia 

eletrônica de varredura mostrou modificações como blebbing de membrana e 

desaparecimento das microvilosidades, com diminuição do número e elongamento 

dos filopódios, com provável perda de adesão à matriz extracelular. Os resultados 

deste trabalho demonstram que o composto Cuα inibe o crescimento de células 

neoplásicas in vitro, de maneira mais efetiva que a cisplatina, droga padrão para o 

tratamento desta neoplasia, destacando-se como um promissor agente 

antineoplásico, abrindo a perspectiva para novas pesquisas. 

 

Palavras - chave: câncer, composto de cobre, atividade antitumoral 
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ABSTRACT 

 

This work had as objective to study the potential of the cytotoxic coordination copper 

compound [Cu(L1)Cl] Cl.2H2O (Cuα), in lung carcinoma cell NCI-H460. The cell 

viability assay determined by the MTT colorimetric method, demonstrated the ability 

of the compound to decrease the viability of neoplasic lineage in a concentration-

dependent manner. Evaluation of cell death by staining with annexin V and propidium 

iodide and cell cycle analysis (Sub G1) confirmed that cytotoxicity related to the Cuα 

compound occurs by inducing apoptosis. Analysis of the mitochondrial membrane 

potential, along with fluorescent staining and transmission electron microscopy 

showed the occurrence a stress of the endoplasmic reticulum and mitochondria, 

possibly amplifying the apoptotic signal. The activation screening assay caspase 12 

by flow cytometry showed significant increase in activation as a result of stress of the 

endoplasmic reticulum and mitochondria, possibly amplifying the apoptotic signal. 

Ultrastructural analysis by transmission electron microscopy showed significant 

changes in mitochondria and endoplasmic reticulum, poor preservation of 

cytoplasmic matrix and vacuolization in times equal or greater than 12 hours. 

Integrity analysis on the surface of the cell membrane by scanning electron 

microscopy showed modifications as membrane blebbing and disappearance of 

microvilli with a decrease in the number and elongation of phyllopods, with the 

probable loss of adherence to the extracellular matrix. The results of this study 

demonstrate that Cuα compound inhibits the growth of cancer cells in vitro more 

effectively than cisplatin, standard drug for the treatment of this neoplasia, standing 

out as a promising anticancer agent, opening up the prospects for new research. 

 

Keywords: cancer, copper compound, antitumor activity



17 

 

1.  INTRODUÇÃO 

 

1.1.  Câncer – Epidemiologia e aspectos gerais 

 

O câncer é um dos principais problemas de saúde pública e o número de 

morte por esta doença cresce a um ritmo alarmante. No Brasil, as estimativas para o 

biênio 2016/2017, apontam a ocorrência de aproximadamente 600 mil novos casos 

de câncer, reforçando a dimensão do problema do câncer no país. Os tipos mais 

incidentes serão os cânceres de pele não melanoma, próstata, pulmão, cólon e reto 

e estômago para o sexo masculino; e os cânceres de pele não melanoma, mama, 

cólon e reto, colo do útero, pulmão, e estômago para o sexo feminino. Figura 1, 

(INCA, 2016).  

    

 Fonte: MS/Instituto Nacional de Câncer – INCA 

  

     Figura 1: Os tipos de câncer mais incidentes estimados para o biênio 2016/2017, por sexo, na 

população brasileira. 

 

Os diversos tipos de cânceres são classificados de acordo com o tecido e 

tipo de célula dos quais se originam. Cânceres originados de células epiteliais são 

denominados carcinomas; aqueles originados a partir de tecidos conjuntivos ou 

células musculares são denominados sarcomas; cânceres que não se encaixam em 

nenhuma dessas categorias incluem os vários tipos de leucemia, derivados de 

células hematopoiéticas, e cânceres derivados de células do sistema nervoso. 

Aproximadamente 90% dos cânceres humanos são carcinomas, talvez porque a 
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maioria das células em proliferação no corpo se encontra no epitélio, ou porque os 

tecidos epiteliais são mais expostos a várias formas de danos físicos e químicos que 

favorecem o desenvolvimento do câncer (Alberts et al., 2010). 

Os tipos mais comuns de cânceres, como os de mama e de próstata, 

apresentam uma boa estimativa de cura. No entanto, os de pulmão, estômago, 

fígado, esôfago, pâncreas, melanoma e leucemia apresentam elevados índices de 

mortalidade, o que impulsiona a pesquisa sobre estas patologias e a busca por 

novas terapias e quimioterápicos (INCA, 2016). 

Câncer ou neoplasia maligna são designações para um conjunto 

heterogêneo de mais de 200 doenças caracterizadas, principalmente, por uma 

proliferação desordenada e descontrolada, sendo constituída por células 

indiferenciadas denominadas de anaplásicas, pouco semelhante ao tecido de 

origem, com alta capacidade de infiltração, destruição dos tecidos e disseminação 

resultando em transformações malignas por acúmulo de mutações. A invasividade é 

uma característica das células cancerosas que permite à célula maligna se 

desprender do tecido primário, migrar através dos sistemas circulatório e linfático e 

camada serosa, colonizar e formar tumores secundários denominados de 

metástases, em outros tecidos adjacentes ou distantes do corpo (Losada et al., 

2011; Alberts et al., 2010).  

Em contrapartida, as neoplasias benignas são formadas por células bastante 

diferenciadas, bem delimitadas, semelhante ao tecido de origem, com crescimento 

lento e não disseminado. Embora um tumor benigno não apresente características 

invasivas, os tumores malignos não reconhecem limites anatômicos normais, 

possuem elevada capacidade de metastatizar para outras regiões do corpo levando 

à perda da funcionalidade de células e tecidos, comprometendo o funcionamento 

geral do organismo. Quanto mais um tumor se dispersar, mais difícil será erradicá-lo. 

Em geral são as metástases que levam o indivíduo à morte (Kumar et al., 2005; 

Alberts et al., 2010; Cotran et al., 2012). 

Em 2000 Hanahan & Weinberg sugeriram que o vasto genótipo de células 

tumorais seria resultado de um acúmulo gradual de mutações na fisiologia celular, 

que juntas promovem o desenvolvimento da célula cancerosa, tais como: 

insensibilidade a fatores inibidores de crescimento, evasão do programa de morte 

celular (apoptose), potencial de replicação ilimitado, angiogênese sustentada e 
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invasão tecidual e metástase. Cada uma das caraterísticas fisiológicas adquiridas 

leva ao desenvolvimento e progressão do tumor e dificultam a ação de mecanismos 

de defesa de células e tecidos (Hanahan & Weinberg, 2000).   

Em 2009 Luo e colaboradores propuseram características adicionais: evasão 

do sistema imune; elevada resposta aos danos no DNA causados por altas taxas 

replicativas e defeitos no mecanismo de reparo dessas lesões; estresse 

proteotóxico; estresse mitótico causado por instabilidade cromossômica; estresse 

metabólico e estresse oxidativo, ou seja, aumento no nível de espécies reativas de 

oxigênio. Todos estes fatores levam à perda do controle do ciclo celular, principal 

característica das neoplasias malignas (Luo et al., 2009; Hanahan & Weinberg, 

2011). Estas características estão representadas na Figura 2. 

 

 

Figura 2: Características adquiridas pela maioria das neoplasias malignas (Modificado de Luo et al., 

2009). 

O câncer tem origem monoclonal e as células derivadas desse clone 

possuem alto grau de instabilidade genética, ou seja, são muito suscetíveis a 

sofrerem e acumularem mutações. Esta característica promove um aumento da 

capacidade proliferativa em relação às células normais, assegurando a manutenção 

e a propagação do fenótipo alterado com capacidade progressiva de sobrevivência, 

invasão e metástase. A instabilidade genética possibilita, também o desenvolvimento 
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de resistência aos tratamentos radioterápico e quimioterápico. Os mecanismos que 

causam alterações nos genes podem ser genéticos, levando a modificações 

estruturais do genoma, ou epigenéticos, quando ocorre alterações em enzimas ou 

em seus substratos (Civetta & Civetta, 2011; Chu & Sartorelli, 2014). 

Os tumores são resultantes, mais comumente, da exposição frequente a 

fatores indutores capazes de acarretar um aumento na probabilidade de ocorrência 

de lesões no DNA. Estes fatores são denominados carcinógenos, tais como: 

agentes químicos e físicos, infecções por microrganismos, condições imunes e/ou 

hormonais e mutações que podem ocorrer durante o metabolismo. Esses fatores 

promovem o início da carcinogênese que podem atuar juntos ou em sequência 

(Sieber et al., 2003). No entanto, estudo recente associa a ocorrência de câncer ao 

número de divisões das células normais para a renovação e manutenção da 

homeostase do tecido, onde sugere que apenas um terço dos casos de câncer pode 

ser atribuído aos fatores ambientais ou hereditários, enquanto o restante seria 

devido a uma espécie de "má sorte" em decorrência de mutações genéticas 

aleatórias surgidas durante o processo de replicação do DNA em células tronco 

normais (Tomasetti e Vogelstein, 2015).  

O câncer é iniciado devido ao acúmulo de mutações em genes específicos, 

denominados de proto-oncongênes, responsáveis pela regulação de funções 

básicas da célula. Quando ativados, estes são transformados em oncogenes, sendo 

responsáveis pela transformação das células normais em células cancerosas. Os 

proto-oncogenes incluem genes que controlam de forma direta a proliferação celular, 

genes supressores de tumor, responsáveis por codificar proteínas que diminuem a 

velocidade de crescimento celular e genes responsáveis pelo reparo do DNA. Assim 

qualquer alteração desses genes, que regulam o ciclo celular, modificam as funções 

normais de uma célula (Cassidy et al., 2002; Boim et al., 2003; Alberts et al., 2010; 

Rosas et al., 2013).  

O gene Tp53 é o gene supressor tumoral mais frequentemente alterado em 

tumores malignos. Este gene é responsável pela codificação da proteína p53, 

reguladora do ciclo celular. O ciclo celular possui um sistema de pontos de 

verificação e controle para que erros ocorridos durante a divisão celular não se 

propaguem. Se houver erros durante o processo de divisão celular, a proteína p53 

induz a codificação da proteína p21, responsável por inibir o início da síntese do 
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DNA e início da mitose, estacionando o ciclo celular para o seu reparo (Novák et al., 

2002; Vermeulen et al., 2003). 

O reparo do DNA compreende um complexo sistema de enzimas conforme o 

tipo de lesão detectada. Mutações em genes que codificam proteínas utilizadas no 

reparo do DNA estão vinculadas a diferentes tipos de cânceres, como o de cólon, 

pele, leucemia, linfoma, mama e ovário. A proteína p53 induz a apoptose em células 

cujas lesões não podem ser reparadas, sendo esta uma das ações mais importantes 

do organismo para a proteção contra o câncer (Novák et al., 2002; Vermeulen et al., 

2003; Bernardi et al., 2003; Alberts et al., 2010). 

Uma vez que as lesões pré-cancerosas apresentam frequentemente 

manutenção da atividade p53, proteína envolvida no controle de danos no DNA, e 

que o gene supressor de tumores que a codifica, TP53, se encontra mutado na 

maioria dos cânceres humanos, a instabilidade genômica resultante da ativação de 

oncogenes poderá estar relacionada com a inativação deste gene, causando perda 

da função da proteína p53 e transformando consequentemente lesões pré-

cancerosas em cancerosas com capacidade para evitar a senescência e escapar da 

apoptose (Negrini et al., 2010). 

A incidência da doença aumenta em pessoas idosas, uma vez que tiveram 

seu material genético exposto por mais tempo aos agentes mutagênicos (Cooper, 

1993). Alguns tipos de cânceres podem ser prevenidos pela eliminação da 

exposição aos fatores determinantes, dentre eles, os que são causados pelo 

consumo de tabaco e álcool, e ainda, aqueles induzidos por radiação e agentes 

infecciosos, tais como, papiloma vírus humano (HPV), vírus da imunodeficiência 

adquirida (HIV), vírus da hepatite B (HBV) e bactérias como Helicobacter pylori 

(Tomasetti & Vogelstein, 2015).  

 

 

1.2. Câncer de pulmão 

 

O tipo de câncer que mais mata no mundo é o de pulmão e de vias aéreas. 

A doença é a principal causa de morte relacionada ao câncer em homens e 

mulheres, respondendo sozinho por 2,3% do total de mortes anuais (1,3 milhões de 

óbitos), que o coloca como a oitava causa de morte mundial (WHO, 2015).  
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É o mais comum de todos os tumores malignos, apresentando aumento de 

2% por ano na sua incidência mundial. A última estimativa mundial apontou 

incidência de 1,82 milhões de casos novos de câncer de pulmão para o ano de 

2012, sendo 1,24 milhões em homens e 583 mil em mulheres. No Brasil, foi 

responsável por 22.424 mortes em 2011. Altamente letal, a sobrevida média 

cumulativa total em cinco anos varia entre 13 e 21% em países desenvolvidos e 

entre 7 e 10% nos países em desenvolvimento (INCA, 2015). 

A maioria dos cânceres de pulmão está associada à exposição a agentes 

carcinogênicos, de forma que 85% dos casos estão associados ao consumo de 

derivados do tabaco. Boa parte do percentual restante deriva da exposição 

ocupacional a carcinógenos, como o asbesto, metais pesados, alcatrão, dentre 

outros. Isso faz deste tipo de câncer uma doença que pode ser evitável pelo 

combate à prática do tabagismo ou da proteção ocupacional adequada (Alberg et al., 

2007).  

Exposição à poluição do ar, infecções pulmonares, deficiência e excesso de 

vitamina A, doença pulmonar obstrutiva crônica (enfisema pulmonar e bronquite 

crônica), fatores genéticos e história familiar de câncer de pulmão favorecem ao 

desenvolvimento desse tipo de câncer. Apesar de ser menos frequente que os 

cânceres de próstata e mama, o câncer de pulmão apresenta uma letalidade muito 

superior a esses tipos de tumores, com sobrevivência de apenas 16% dos pacientes 

após 5 anos do diagnóstico, contra 99% e 90% de sobrevida dos tumores de 

próstata e mama, respectivamente (Jemal et al., 2012).  

Os cânceres de pulmão são classificados em subtipos histológicos, sendo 

nomeados de acordo com suas características morfológicas à análise por 

microscopia. Estes subtipos apresentam diferentes perfis de malignidade, resistência 

a quimioterápicos, potencial de metástase, dentre outras características patológicas. 

O câncer de pulmão de células não pequenas (NSCLC) é o tipo mais comum, quase 

85% destes tumores são NSCLC. Essa classificação compreende histologicamente 

diferentes tipos de tumores, incluindo adenocarcinoma, carcinoma de células 

escamosas e carcinoma de grandes células (Stathopoulos, 2013). 

O tumor de células pequenas, em especial, apresenta um curso evolutivo 

peculiar, sendo rapidamente responsivo à quimioterapia, mas com uma alta 

frequência de recidiva, associado a um perfil de resistência a múltiplos 
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quimioterápicos, apresentando a pior sobrevida em 5 anos dentre os tipos 

histológicos (Jameson et al., 2008; Puglisi et al., 2010). 

Muito frequentemente, os pacientes quando diagnosticados já se encontram 

em estágios avançados da doença, não podendo ser submetidos à ressecção 

cirúrgica, devido a extensão do comprometimento do aparelho respiratório, o que 

limita as opções de tratamento, restando-lhes a rádio ou a quimioterapia, cujos 

benefícios, por vezes, não compensam os riscos (Jemal et al., 2012).  

Nos últimos anos o tratamento do câncer tem contado principalmente com a 

quimioterapia, radioterapia e cirurgia, que em conjunto tem apresentado bons 

resultados como nas neoplasias hematológicas e tumores sólidos (Hannun, 1997; 

Murad & Katz, 2000). 

 

 

1.3. Tratamentos antineoplásicos  

 

A quimioterapia, a radioterapia e a cirurgia são as técnicas mais 

frequentemente aplicadas na terapia oncológica, individualmente ou em conjunto. 

Existem ainda outros tipos de tratamento utilizados em tipos específicos de câncer, 

como a terapia hormonal, imunoterapia, terapia fotodinâmica, entre outros. A 

escolha da técnica a ser utilizada depende do tipo e tamanho do tumor primário e da 

ocorrência ou não de metastatização (American Cancer Society, 2010). 

O objetivo de cada um destes tratamentos é erradicar o câncer, 

normalmente por meio da terapia combinada, onde se associam mais de um tipo de 

tratamento. Um terço dos pacientes alcança a cura total através de medidas locais 

(cirurgia ou radioterapia), que são eficazes quando o tumor ainda não sofreu 

metástase, ou seja, não atingiu outros tecidos e regiões do organismo por ocasião 

do tratamento. Todavia, na maioria dos casos, a neoplasia caracteriza-se pelo 

desenvolvimento precoce de micrometástases, indicando a necessidade de uma 

abordagem sistêmica, que pode ser efetuada, em cerca de 60-70% dos casos com a 

quimioterapia (Chabner & Longo, 1996; Spence & Jonhston, 2001). 

A técnica cirúrgica pode levar à remoção de tumores com eficácia, se não 

houver metástase; no caso da leucemia, por exemplo, costuma ser necessário o uso 

de outros tipos conjuntos de terapia incluindo transplante de medula. O 
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planejamento cirúrgico deve incluir todos os cuidados referentes aos princípios 

gerais da cirurgia e ao preparo do paciente e seus familiares sobre as alterações 

fisiológicas e/ou mutilações que poderão advir do tratamento. O tratamento cirúrgico 

do câncer pode ser aplicado com finalidade curativa ou paliativa. O tratamento 

cirúrgico é considerado curativo quando indicado nos casos iniciais da maioria dos 

tumores sólidos. É um tratamento radical, que compreende a remoção de todas 

células cancerígenas e um determinado sítio, evitando assim à recidiva e, se 

indicada, a retirada dos linfonodos das cadeias de drenagem linfática do órgão-sede 

do tumor primário (Niederhuber, 2008; Casciato, 2008).  

A margem de segurança, na cirurgia oncológica, varia de acordo com a 

localização e o tipo histológico do tumor. Ao contrário do tumor benigno, cuja 

margem de segurança é o seu limite macroscópico, o câncer, pelo seu caráter de 

invasão microscópica, exige ressecção mais ampla. O tratamento cirúrgico paliativo, 

por sua vez, tem a finalidade de reduzir a população de células tumorais ou de 

controlar sintomas que põem em risco a vida do paciente ou comprometem a 

qualidade da sua sobrevivência (INCA 2015). 

A radioterapia é um dos procedimentos mais comuns para o tratamento de 

pacientes com câncer, podendo ser usado de forma isolada ou em combinação com 

outros tratamentos. Mesmo isoladamente, a radioterapia pode diminuir tumores 

grandes, diminuir a recorrência e a chance de metástase, sendo uma metodologia 

antineoplásica muito usada. A radioterapia utiliza feixes de radiação para promover a 

morte das células tumorais, sendo eficaz como tratamento local de cânceres que 

ainda não se disseminaram sistemicamente. Entretanto, o tratamento por radiação é 

sujeito a severas limitações (Murad & Katz, 2000).  

Estas limitações estão relacionadas com a velocidade da regressão tumoral 

que representa o grau de sensibilidade que o tumor apresenta às radiações. A 

sensibilidade à radiação depende fundamentalmente da sua origem celular, do seu 

grau de diferenciação, da oxigenação e da forma clínica de apresentação. O objetivo 

da radioterapia é lesar extensamente o DNA das células neoplásicas, inviabilizando 

sua divisão e sobrevivência (Azevedo et al., 2012). 

A quimioterapia é possivelmente a terapia oncológica que pode ser mais 

explorada, na medida em que podem ser testadas as capacidades de indução de 

morte celular de inúmeros compostos químicos (Espinosa & Raposo, 2010). A 
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quimioterapia refere-se à administração de drogas citotóxicas, capazes de promover 

morte celular ou pelo menos inibir o crescimento celular, diminuindo dessa forma os 

sintomas relacionados ao câncer, promovendo a cura ou prolongando a vida do 

paciente (Nygren, 2001).  

Os fármacos podem ser administrados oralmente (sob a forma de 

comprimidos, cápsulas ou em líquido), topicamente (sob a forma de creme) ou 

injetados na corrente sanguínea (intravenoso), no músculo (intramuscular), no fluido 

cefalorraquidiano (intratecal - na parte inferior da coluna vertebral ou na cavidade de 

Ommaya), na cavidade peritoneal (intraperitoneal) ou sob a pele (subcutânea) 

(INCA, 2015).  

No entanto, a maioria dos agentes quimioterápicos atua de forma não 

específica, lesando tanto células malignas quanto normais, particularmente as 

células de rápido crescimento, como as gastrointestinais, capilares e as do sistema 

imunológico. Isto explica a maior parte dos efeitos colaterais da quimioterapia: 

náuseas, perda de cabelo e susceptibilidade maior às infecções. Porém, o corpo 

recupera-se destes inconvenientes após o tratamento, e o uso clínico desses 

fármacos exige que os benefícios sejam confrontados com a toxicidade, na procura 

de um índice terapêutico favorável (Almeida et al., 2005). 

A resistência específica de alguns tumores a determinadas drogas e 

resistência a múltiplas drogas adquirida durante o tratamento, também têm sido 

apontados como uma das principais causas de insucesso terapêutico e óbitos 

(Fernandes et al., 2005). Os grandes avanços da pesquisa que levaram a uma 

melhor compreensão biológica do câncer promoveram maior eficiência da 

quimioterapia (Lord & Ashworth, 2010).  

A eficiência da quimioterapia para a contenção do crescimento e progressão 

tumoral depende do desempenho dos processos de morte celular. Embora a 

apoptose, morte celular programada, seja o tipo de morte mais apropriado, tem sido 

relatado o uso de vários agentes antineoplásicos que induzem outros tipos de morte 

celular, dentre eles, a necrose e a autofagia. O conhecimento dos mecanismos e 

vias de sinalização destas mortes celulares trouxe avanços na compreensão no 

combate ao câncer (Mansilla et al., 2012). 

O primeiro quimioterápico antineoplásico foi desenvolvido a partir do gás 

mostarda, usado nas duas Guerras Mundiais como arma química. Após a exposição 



26 

 

de soldados a este agente, observou-se que eles desenvolveram hipoplásia medular 

e linfoide, o que levou ao seu uso no tratamento dos linfomas malignos. A partir da 

publicação, em 1946, dos estudos clínicos feitos com o gás mostarda e das 

observações sobre os efeitos do ácido fólico em crianças com leucemias, verificou-

se um avanço crescente no tratamento do câncer. O conhecimento acerca do 

funcionamento da maquinaria celular abriu o leque de opções a serem exploradas 

para a busca de novas drogas antineoplásicas (Fuchs & Wannmacher, 2010).  

Os agentes antineoplásicos mais empregados no tratamento do câncer 

incluem os alquilantes polifuncionais, os antimetabólitos, os antibióticos 

antineoplásicos, os inibidores mitóticos e outros (Fuchs & Wannmacher, 2010).  

O grande avanço da quimioterapia moderna aconteceu após a introdução da 

cisplatina durante a década de 70, o que mudou consideravelmente a perspectiva 

para pacientes com câncer testicular, sendo mais tarde também usada no 

tratamento de outros tumores sólidos (Johnson et al., 2001).  

Durante as décadas seguintes, novos fármacos contribuíram 

substancialmente como opções para o tratamento do câncer, entre eles o taxol, com 

alta atividade contra o câncer de mama, e os inibidores de topoisomerase I, como o 

Irinotecano. Além disso, os antimetabólicos fludarabina e cladribina têm estendido o 

leque de opções para o tratamento de alguns tipos de linfoma (Nygren, 2001; 

Brandão et al., 2010). 

Desde o sucesso clínico do composto cisplatina, iniciou-se uma intensa 

busca por novos complexos metálicos que também apresentassem atividade 

antitumoral, o que levou à descoberta de outros complexos de platina, bem como 

complexos que não contém platina. A química de coordenação permitiu a busca por 

esses novos complexos, dos quais alguns já são utilizados na clínica médica, com 

diferentes tipos de mecanismos de ação já descritos (Guerra et al., 2009). 

Sendo assim, a identificação de novos compostos antitumorais mais 

potentes, seletivos, e menos tóxicos, permanecem como um dos grandes desafios 

para o combate ao câncer (Rodrigues et al., 2012).  

Entre os fármacos normalmente utilizados, os metalofármacos tem se 

apresentado como uma classe promissora de medicamentos antitumorais, sendo por 

isso escolhido como o objeto principal de investigação do grupo de Química 

Bioinorgânica da Universidade Estadual do Norte Fluminense - UENF. 
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1.4. Complexos metálicos com atividade antineoplásica  

 

Compostos de coordenação são ferramentas na química inorgânica 

medicinal, a qual busca explorar as propriedades dos íons metálicos para a 

produção de novos fármacos. No desenvolvimento de metalofármacos, as moléculas 

orgânicas (ligantes) apresentam papel importante, uma vez que podem limitar os 

efeitos tóxicos dos metais e potencializar suas propriedades terapêuticas (Storr et 

al., 2006; Bruijnincx & Sadler, 2008). 

O primeiro composto de coordenação, contendo platina, usado no 

tratamento do câncer foi a cis-diaminodicloroplatina(II) (cis-[Pt(NH3)2Cl2], conhecida 

como cisplatina, que foi sintetizada pela primeira vez em 1844 e recebeu o nome de 

cloreto de Peyrone. Rosenberg e colaboradores descreveram em 1964, sua 

atividade inibitória na divisão da bactéria Escherichia coli (Rosenberg et al., 1965). 

Somente em 1970, sua eficácia no tratamento do câncer em humanos foi 

estabelecida (Desoize & Madoulet, 2002; Desoize, 2007). 

Este composto de coordenação é conhecido comercialmente por Platinil® ou 

Platinol® e seu análogo carboplatina por Paraplatin®. O mecanismo de ação está 

relacionado com a inibição seletiva da síntese do DNA. As propriedades citotóxicas 

destes compostos, assim como de numerosos análogos, têm sido atribuídas à sua 

capacidade de formar ligações cruzadas do tipo interfilamentares como também 

intrafilamentares com o DNA (Oliveira & Alves, 2002). 

Desde o início do desenvolvimento pré-clínico e clínico da cisplatina como 

agente quimioterápico, muitos análogos deste composto foram sintetizados e suas 

atividades citotóxicas testadas. Cerca de treze análogos à cisplatina foram avaliados 

em ensaios clínicos. A Figura 3 apresenta as estruturas da cisplatina e de alguns de 

seus análogos (Barry & Sadler, 2013; Dasari et al., 2014; Mjos et al., 2014). 
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Figura 3. Estruturas de complexos de platina(II) com atividade antineoplásica que foram aprovados 

ou estão em fase de ensaios clínicos (Barry & Sadler, 2013).  

Os derivados da platina mais comumente usados como quimioterápicos no 

tratamento dos cânceres são a cisplatina, carboplatina e oxaliplatina (usados a partir 

de 1978, 1980 e 1988, respectivamente) (Markowska et al., 2015). Eles são usados 

na terapia de muitos tumores malignos, incluindo câncer de ovário, testicular, 

pulmão, esôfago, estômago, próstata, bexiga, carcinoma de células escamosas de 

cabeça e pescoço, câncer cervical combinado com a radioterapia, o câncer 

colorretal e linfoma não -Hodgkin, mieloma múltiplo, neuroblastoma, melanoma, e 

mesotelioma. (Santini et al., 2011; Anbu et al., 2012; Li et al., 2014; Dasari et al., 

2014; Mjos et al., 2014; Dhivya et al., 2015; Markowska et al., 2015).   

A eficácia clínica da cisplatina é limitada pelos significativos efeitos 

colaterais, incluindo, nefrotoxicidade (De Jongh et al., 2003), hepatotoxicidade e 

cardiotoxicidade (Al-Majed, 2007), além de ototoxicidade, gastrotoxicidade, 

mielossupressão, também têm sido relatados reações alérgicas e o surgimento de 

resistência (Hartamann et al., 2000; Hartamann & Lipp, 2003; Chen et al., 2010; 

Dasari et al., 2014).  

Desde então a descoberta da atividade citotóxica de complexos com outros 

metais, além da platina, incluindo complexos de rutênio, ferro, cobalto, paládio, 

cobre, ouro, ósmio, irídio, zinco, gálio e titânio, também tem ampliado o leque de 

íons metálicos que vem sendo estudados para este fim. Busca-se, com estes 

estudos, a minimização dos efeitos colaterais associados aos fármacos, bem como, 

o aumento da atividade citotóxica dos mesmos (Horn et al., 2013; Chewa et al., 
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2014; Fernandes et al., 2014; Fischer-Fodor et al., 2014; Sarioglu et al., 2014; 

Steiner et al., 2014; Zhang et al., 2014; Tan et al., 2014; Dhivya et al., 2015; 

Montagner et al., 2015; Qiu et al., 2015; Markowska, 2015, Morcelli et al, 2016).  

Além dos compostos de platina, existem compostos de rutênio (NAMI-A e 

KP1019), titânio (titonoceno) e gálio (Ga(NO3)3, Ga-maltolato e KP46) que estão na 

fase de ensaios clínicos para o tratamento contra o câncer (Barry & Sadler, 2013; 

Tan et al., 2014). 

Em relação a outros fármacos à base de metais, há atualmente vários 

compostos inorgânicos que são utilizados na medicina moderna, dentre os quais 

podemos destacar os complexos de gadolínio(III), que são utilizados como agentes 

de contraste em ressonância magnética, os de tecnécio-99, que são usados na 

obtenção de imagens cardiovasculares, e os de ouro, ferro e bismuto, que são 

utilizados no tratamento da artrite reumatóide, hipertensão e úlceras pépticas, 

respectivamente (Fontes et al., 2009; Zhang et al., 2014). 

O gálio é o segundo metal, depois da platina, mais usado no tratamento do 

câncer. Compostos de gálio têm demonstrado efeitos positivos em ensaios clínicos 

de fase II para o tratamento de linfomas e câncer de bexiga, e em combinação com 

outros agentes (vimblastina), para o tratamento de carcinoma metastático urotelial, 

câncer de ovário resistente à cisplatina (Chitambar, 2010). E, ainda contra 

carcinoma escamoso de pescoço e cabeça (KaluDerović et al., 2011). 

Além dos compostos já mencionados, outros compostos metálicos que vêm 

se mostrando promissores para o tratamento do câncer são: Compostos de ródio, 

como os compostos Rh2(μ-O2CR)4 (onde R=Me, Et, Pr) que exibem significante 

atividade antitumoral in vivo contra tumores L1210, carcinoma ascítico de Ehrlich, 

sarcoma 180 e linhagens tumorais P388 (Chifotides & Dunbar, 2005). Alguns grupos 

de compostos de vanádio também apresentam atividade antitumoral, sendo o 

principal exemplo o dicloreto de vanadoceno (Cp2VCl2), que demonstrou atividade 

contra certos tipos de tumores comparáveis ao observado com o composto 

cisplatina (Noblía et al., 2005). Além de compostos contendo lantânio (Kostova et al., 

2005), cério (Kostova et al., 2005) e zircônio (Kostova & Momekov, 2006), que 

também apresentaram bons resultados frente a diferentes tipos de células tumorais.  
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1.5. Compostos de coordenação de cobre 

 

O cobre é um metal que desempenha papel importante em vários 

organismos microbianos, plantas e seres humanos. Este metal apresenta-se como 

constituinte de proteínas como a citocromo C oxidase (CCO), que participa da 

cadeia respiratória mitocondrial e consequentemente da formação de ATP, e a cobre 

zinco superóxido dismutase (Cu/Zn-SOD), que atua na resposta de defesa 

antioxidante, entre outras funções (Kim et al., 2008).  

Nos últimos anos, várias famílias de complexos de cobre têm sido estudadas 

por possuírem propriedades antibacteriana, antifúngica, antiviral, anti-inflamatória e 

anticancerígenas (Michal et al., 2013). No entanto, pouco ainda é compreendido 

sobre o mecanismo de ação desses compostos. Em 2009, Marzano e colaboradores 

publicaram uma revisão que apresenta mais de 50 compostos de cobre com 

atividade contra os mais variados tipos de células neoplásicas.  

Jiang e colaboradores realizaram um estudo sobre as atividades 

antitumorais de diversos compostos de coordenação com diferentes centros 

metálicos (Cu, Zn, Co, e Ni), frente a linhagens de células tumorais de pulmão e 

fígado. Em seu trabalho, foi sintetizado um novo pró-ligante que apresenta em sua 

estrutura anéis aromáticos conjugados visando à interação por intercalação na 

molécula de DNA. Os resultados foram promissores, e mostraram que os compostos 

de cobre foram os mais ativos quando comparado a outros compostos citados na 

literatura (Jiang et al., 2010). 

Em um recente estudo, o complexo de cobre(II), [Cu3(p-3-

bmb)2Cl4(CH3OH)2]n, onde p-3-bmn=1((2-(piridina-3-il)-1H-benzoimidazol-1-il)metil)-

1Hbenzotriazol, foi investigado quanto a sua atividade antitumoral, in vitro e in vivo, 

contra as linhagens tumorais humanas HeLa (colo de útero) e SGC-7901 

(estômago). A avaliação do ciclo celular sugere que o complexo de cobre(II) desloca 

as células tumorais para a fase Sub-G1. Além disso, observou-se que a relação 

entre as concentrações das proteínas BCL-2 e BAX foi diminuída, com consequente 

aumento de espécies reativas de oxigênio (EROs), despolarização do potencial de 

membrana mitocondrial, liberação de citocromo c e ativação intrínseca (mitocondrial) 

das caspases 3 e 9. Estes fatores sugerem o desencadeamento da morte celular por 

apoptose (Zhao et al., 2013). 
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Sínteses e estudos bioquímicos de compostos de coordenação de cobre 

foram ampliados devido à compreensão do comportamento bioinorgânico do íon 

metálico no organismo humano. A partir desses estudos, verificou-se que alguns 

complexos de cobre(II) podem ser empregados como antitumorais, uma vez que são 

capazes de clivar a molécula do DNA. O exemplo mais conhecido e bem esclarecido 

da literatura é do composto formado por Cu(II) e o ligante 1,10-fenantrolina (Phen), 

[Cu(Phen)2]2+. Esse composto é reduzido in situ, originando a espécie 

[Cu(Phen)2]+, que se liga ao sulco menor do DNA e combina-se com o oxigênio 

molecular, gerando espécies oxidantes que causam a quebra da fita do DNA. Devido 

a essa habilidade do Cu(II) em gerar espécies radicalares, muitos complexos com 

esse íon metálico têm sido testados como potenciais drogas apoptóticas (Silva, 

2011; Rodrigues et al., 2012). 

O grupo de pesquisa em Química Bioiorgânica da Universidade Estadual do 

Norte Fluminense tem investigado a síntese e atividade biológica de complexos 

metálicos com atividade antitumoral. Uma das pesquisas, desenvolvida por Bull 

(2008), investigou a atividade antineoplásica de dois compostos orgânicos, um 

contendo piridina em sua estrutura (BMPA) e outro apresentando uma piridina e um 

fenol em sua estrutura (HBPA). Em seu trabalho, Bull verificou que os compostos de 

coordenação de cobre obtidos a partir do BMPA e HBPA, além de apresentarem 

maior atividade biológica do que os seus respectivos ligantes, mantiveram a 

característica dos ligantes de partida induzindo morte celular por apoptose em 

células de origem leucêmicas humanas (U-937 e THP-1). Esses ligantes também 

foram testados por nosso grupo, complexados aos metais zinco e ferro. No entanto, 

a atividade antitumoral foi muito inferior quando comparada aos compostos de 

cobre. 

Em outro trabalho desenvolvido por Lopes (2012), avaliou o potencial 

antitumoral e o mecanismo de morte celular in vitro de oito complexos de 

coordenação de cobre e seus respectivos ligantes na redução da viabilidade das 

células tumorais de origem leucêmica THP1 e U937. Dentre os compostos testados, 

o complexo [Cu(L1)Cl]Cl.2H2O (Cuα) foi o mais ativo, exibindo um IC50 de 13,85μM 

para as células U937 e 11,06μM para as células THP1. Estes resultados foram duas 

vezes (para as células U937) e três vezes (para as células THP1) menores que os 

exibidos pela cisplatina, o complexo de coordenação escolhido como controle 
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positivo, e foi confirmando também a capacidade indutora de apoptose deste 

complexo. 

Quando os complexos foram testados em células normais do sangue 

periférico humano (PBMC), os valores de IC50 foram superiores aos obtidos para as 

célula tumorais, indicando que em um tratamento conjunto, a concentração 

necessária dos complexos para reduzir a viabilidade das células tumorais possa não 

interfere na viabilidade das células humanas normais, sugerindo uma baixa 

toxicidade e abrindo perspectivas para a continuidade dos testes. 

Tais resultados têm servido de motivação para a continuação das pesquisas 

na busca de novos compostos capazes de interagir com diferentes alvos celulares, 

como DNA, RNA e proteínas, visando a obtenção de novos compostos metálicos 

com potenciais aplicações terapêuticas futuras. 

Os mecanismos de ação desses compostos ainda não são bem 

documentados. De qualquer forma, esses compostos disparam mecanismos 

variados de morte celular. Dentre todos os mecanismos de morte celular, três são os 

mais estudados: necrose, autofagia e apoptose. 

 

 

1.6. Mecanismo de morte celular e o controle de neoplasias 

 

A morte celular é uma resposta fundamental na formação do organismo vivo 

durante o desenvolvimento e na regulação da homeostase do tecido através da 

eliminação de células não desejadas. Além disso, a regulação da morte celular 

desempenha um papel importante no crescimento e progressão do câncer, e 

defeitos nestas vias são as marcas registradas do câncer (Okada & Mak, 2004). 

Atualmente, os processos de morte celular mais comuns são divididos em 

apoptose, autofagia e necrose (também chamada de necroptosis). As diferenças 

entre apoptose, necrose e autofagia estão relacionadas a alterações morfológicas, 

bioquímicas e biomoleculares das células (Figura 4) (Galluzzi et al., 2012; Tan et al., 

2014). 
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Figura 4. Características morfológicas de apoptose, autofagia e necrose (adaptado de Tan et al., 

2014). 

 

1.6.1. Necrose 

 

A necrose é um processo passivo acidental, patológico, que resulta em 

perda progressiva da estrutura e da função após lesão irreversível (Cummings et al., 

1997). É um tipo de morte na qual as células sofrem uma injúria que resulta no 

aumento do volume celular, agregação da cromatina, desorganização do citoplasma, 

perda da integridade da membrana plasmática e consequente ruptura celular. 

Durante a necrose, o conteúdo celular é liberado, causando danos às células 

vizinhas e uma reação inflamatória no local (Ziegler & Groscurth, 2004).  

Esta resposta inflamatória pode recrutar células citotóxicas do sistema 

imunológico para a localização do tumor, aumentando assim a eficácia da 

quimioterapia. Infelizmente a resposta inflamatória também pode danificar tecidos 

normais, ou induzir a produção de mitogênicos ou citocinas de pró-sobrevivência, 

ativar vias de sinalização que promovem o crescimento do tumor, e até mesmo 

induzir a migração celular e metástase associada à células tumorais (Portugal et al., 

2009). 
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As causas mais comuns de lesões celulares são: ausência de oxigênio 

(hipóxia); agentes físicos (traumas, temperatura, radiação, choque); agentes 

químicos e drogas; agentes infecciosos; reações imunológicas; distúrbios genéticos 

e desequilíbrios nutricionais (Cotran et al., 2010). 

 

1.6.2. Autofagia 

 

O termo autofagia deriva das palavras gregas, auto = próprio + fagia = 

comer/alimentar-se. Esta se refere a um evento proteolítico intracelular, conservado 

evolutivamente que ocorre em todas as células eucarióticas, possui importante 

função de degradação e reciclagem de componentes celulares desnecessários ou 

não funcionais (Levine & Yuan, 2005; Ogawa et al., 2005; Shintani & Klionky, 2014). 

Existem pelo menos três tipos de autofagia: macroautofagia, microautofagia 

e autofagia mediada por chaperonas. A macroautofagia (posteriormente mencionada 

como autofagia) é caracterizada pela formação de uma estrutura de membrana 

dupla conhecida como autofagossomo. A microautofagia é um processo no qual 

componentes celulares são degradados diretamente pelo lisossomo através da 

invaginação da membrana desta organela com a interiorização desses componentes 

pelo lisosomo. Na autofagia mediada por chaperonas, ocorre a translocação direta 

de proteínas do citossol pela membrana do lisossomo, o que requer a ação das 

chaperonas para o desdobramento destas proteínas (Jiang & Mizushima, 2014). 

A autofagia é responsável pela homeostasia da célula, eliminando organelas 

danificadas e patógenos (Johansen & Lamark, 2011). Além disso, durante períodos 

de estresse ou escassez de nutrientes, degrada organelas e proteínas celulares 

fornecendo energia (ATP) e biomoléculas essenciais para a célula.  

A via autofágica possui como característica principal o sequestro de 

componentes celulares em uma vesícula de dupla membrana denominada 

autofagossomo. Inicialmente forma-se o fagóforo, também conhecido como 

membrana de isolamento (Tooze et al., 2010). Em seguida, as membranas desta 

estrutura se alongam e são fusionadas, levando à formação do autofagossomo. Na 

etapa seguinte, o autofagossomo fusiona-se com o lisossomo. A estrutura resultante 

desta fusão é o autofagolisossomo, local onde ocorre a degradação e reciclagem 
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dos constituintes celulares pela ação das hidrolases ácidas lisossomais (Chol et al., 

2013). 

Nos últimos anos tem sido reportada a seletividade da via autofágica em 

relação aos componentes degradados (Alers et al., 2012). Termos específicos são 

atribuídos para a degradação de diferentes alvos, tais como ER-fagia, perofagia, 

mitofagia, ribofagia e xenofagia em referência à degradação do retículo 

endoplasmático, peroxissomos, mitocôndrias, ribossomos e patógenos, 

respectivamente (Ravikumar et al., 2010).    

Para que as células possam manter o equilíbrio homeostático é necessário 

que se tenha um balanço entre a biossíntese e a degradação de componentes 

celulares. Desta forma, falhas na via autofágica estão associadas a diversas 

patologias, como infecções, doenças neurodegenerativas, doenças metabólicas e 

câncer (Tooze & Yoshimori, 2010; Jiang & Mizushima, 2014). 

A autofagia tem um importante papel como supressora de tumor, o qual está 

fortemente relacionado com a defesa antioxidante exercida por esta via na célula, 

sua ativação é essencial para a remoção de mitocôndrias danificadas, principais 

geradores de espécies reativas de oxigênio (White, 2012). Desta forma, a inativação 

da autofagia resulta na indução de estresse oxidativo e no acumulo de p62, o qual 

aumenta ainda mais a produção de espécies reativas de oxigênio (Levy & Thorbum, 

2011). Como consequência, defeitos na via autofágica estão associadas à 

instabilidade genômica provocada pelo estresse oxidativo, e a inflamação, 

promovendo um ambiente propício ao surgimento de tumores (Vessoni et al, 2013) 

A ativação da autofagia em células normais, portanto, age como supressora 

tumoral. No entanto, na célula tumoral, a ativação desta via possui papéis distintos, 

dependendo do estágio da tumorigênese (Rosenfeldt & Ryan, 2011).  

Nos estágios iniciais da tumorigênese, a ativação da autofagia atua como 

um mecanismo protetor, evitando a progressão tumoral. No entanto, em fases mais 

avançadas da doença, inúmeros estressores podem levar à ativação da via 

autofágica. No microambiente tumoral, as células estão sujeitas ao estresse 

causado pela depleção de nutrientes e oxigênio. A ativação da autofagia nestes 

casos contribui para a manutenção dos níveis energéticos intracelulares, permitindo 

a sobrevivência das células (Yang et al, 2011).  
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Diante destes diferentes papéis que a autofagia exerce na tumorigênese, 

existe um grande interesse em modular a via autofágica como tentativa de melhorar 

o prognóstico de pacientes com câncer. A administração de agentes indutores ou 

inibidores da autofagia em combinação com fármacos antineoplásicos pode ser uma 

alternativa interessante para a obtenção de melhores respostas ao tratamento 

quimioterápico (Levy & Thorbum, 2011). 

 

1.6.3. Apoptose 

 

O termo "morte celular programada" foi proposto em 1964 para designar um 

tipo de morte celular que ocorre de forma não acidental (Lockshin & Williams, 1964). 

Em 1972, Kerr, Wyllie e Currie sugeriram o termo apoptose para indicar esse tipo de 

morte. O termo é derivado das palavras gregas (apo = separação, ptôsis = queda), 

que significa "cair" referindo-se a queda das pétalas das flores ou das folhas das 

árvores, em função da relativa semelhança com fragmentação da membrana 

plasmática celular que se observa no processo apoptótico (Kerr et al, 1972).  A 

apoptose é um processo de morte celular programada altamente seletivo e 

importante tanto em condições fisiológicas como patológicas (Wong, 2011). 

A apoptose é um tipo de "auto-destruição celular" que ocorre de forma 

ordenada. Está relacionada com a manutenção da homeostase e com a regulação 

fisiológica do tamanho dos tecidos, mas pode também ser deflagrada por diversos 

fatores, entre eles: mudança de osmolaridade, danos genéticos irreparáveis, 

condições de hipóxia, agentes quimioterápicos, radiações ionizantes e ultravioleta, 

choque térmico, privação de fatores de crescimento e níveis elevados de espécies 

reativas de oxigênio (Rehemtulla et al., 1997; Garcia-Bermejo et al., 1998, Zundel & 

Giaccia, 1998, Grivicich et al., 2007). 

 Para sua execução, o processo de apoptose depende de gasto energético 

para a ativação e a atividade das caspases, que são proteases endógenas que 

clivam substratos específicos para o "suicídio celular" (Kanduc et al., 2002; Kumar et 

al.,2005, Elmore, 2007; Alberts et al., 2010).  

A ativação de caspases compromete a integridade do citoesqueleto, levando 

à perda na estrutura do arcabouço celular. Em resposta, há diminuição do volume 

citoplasmático, na membrana celular formam-se bolhas e o posicionamento de 
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alguns lipídios, como a fosfatidilserina, é alterado. Este lipídio, em células normais, 

está presente na camada interna da membrana enquanto que em células 

apoptóticas apresenta-se na camada externa. Esta inversão é um sinalizador para 

que células fagocíticas das proximidades englobem os fragmentos celulares e 

completem o processo de degradação. Durante a apoptose ocorrem alterações 

características no núcleo celular levando à ativação de endonucleases que 

degradam o DNA. Como resultado, o núcleo torna-se picnótico e a cromatina se 

condensa nas porções adjacentes à membrana nuclear. Finalmente, o núcleo entra 

em colapso e se fragmenta. Simultaneamente, formam-se bolhas no citoplasma que 

separam a célula em fragmentos circundados por membrana, contendo partes do 

núcleo e organelas intactas (corpos apoptóticos). Os restos celulares são 

fagocitados pelos macrófagos teciduais ou células adjacentes (KUMAR et al., 2005). 

Normalmente, células fagocíticas engolfam as células apoptóticas antes 

mesmo da ocorrência de corpos apoptóticos, porém, em situações especiais, tais 

como em cultivo in vitro, na ausência de fagócitos, as membranas de células 

apoptóticas acabam se desintegrando num processo que se assemelha à necrose, 

condição denominada necrose secundária (Ziegler & Groscurth, 2004) 

Se alguma das etapas do ciclo celular não estiver em condições de ocorrer, 

a progressão é parada por mecanismos de checagem (Alberts et al., 2010). Na fase 

G1, se o ambiente extracelular estiver desfavorável à duplicação celular, tais como 

privação de nutrientes, ocorre à inibição da formação do complexo Cdk/ciclinas 

desta fase, e o ciclo celular não progride para a replicação do DNA. Durante a fase 

S, eventos que impeçam a replicação do DNA ativam o gene p53, que bloqueia a 

progressão para G2 (Cosetta et al., 2013). Na fase G2, proteínas promovem o 

reparo do DNA que pode ter sofrido mutações durante a replicação. Se as mutações 

não podem ser reparadas, o ciclo é bloqueado e não ocorre à progressão para a 

fase M (Conly, 2011; Tao et al., 2012;). A fase M é checada quanto à correta 

separação das cromátides e integridade dos cromossomos (Alberts et al., 2010). 

Mutações no gene p53 resultam em um descontrole do ponto de checagem 

de G1, possibilitando que células danificadas progridam para a fase S sem reparar 

as lesões, ou entrar em apoptose (Agarwal & Taylor, 1998). Vários agentes 

quimioterapêuticos causam danos no DNA que resultam na ativação da proteína 

p53, que promove a apoptose através da via intrínseca. O fato da proteína p53 se 
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encontrar mutada em grande parte dos cânceres humanos torna as células 

resistentes à terapêutica (Brunelle & Zhang, 2010). 

Quando as cromátides não forem corretamente duplicadas na fase S ou os 

cromossomos pareados se fundem e aderem, os mecanismos de checagem param 

a fase M, impedindo que as células filhas tenham conteúdos de DNA diferentes 

(Sean et al., 2012; Hayashi et al., 2012). Quando a progressão do ciclo celular é 

inviável, os pontos de checagem são ativados e deflagram uma resposta de morte 

celular programada, impedindo que a informação genética seja repassada de forma 

errônea para as células filhas (Alberts et al., 2010). 

A morte celular por apoptose pode ser ativada por duas maneiras distintas: 

pela via extrínseca (citoplasmática) ou pela via intrínseca (mitocondrial) (Figura 5). A 

via intrínseca e a via extrínseca, podem ser divididas em três estágios: sinalização, 

ativação e execução (Schulze-Osthoff et al., 1998; Yu & Zhang, 2003).   

 

 

Figura 5. Vias extrínseca e intrínseca do processo apoptótico (adaptado de Tan et al., 2014). 

 

A via extrínseca ocorre por sinalização apoptótica externa, com a ativação 

de receptores de morte da superfície da membrana celular. Esses receptores 

pertencem à família de receptores de fator de necrose tumoral (TNFR), sendo o 



39 

 

receptor FAS, um dos mais estudados em relação à indução de morte celular por 

apoptose (Rouvier et al., 1993; Locksley et al., 2001; Tan et al., 2014). 

Assim que estes receptores são ativados por ligantes específicos, ativam de 

forma imediata a cascata de caspases. Inicialmente, os receptores ativados ligam-se 

a uma proteína adaptadora, denominada FADD. Esta, por sua vez liga-se, pelo seu 

domínio efetor de morte, a pró-caspase 8, formando o complexo indutor de morte 

(DISC). Após a formação do DISC, as caspases 8 e 10 (iniciadoras) são ativadas e 

se tornam capazes de promover a ativação das caspases 3, 6 e 7 (efetoras), 

desencadeando, desta forma, o processo de apoptose (Fischer & Schulze-Osthoff, 

2005; Stefan et al., 2007; Tan et al., 2014). 

Por outro lado quando a apoptose é iniciada por estímulos intrínsecos 

(mitocondrial), esta pode ser ativada por várias formas de estresse celular, tais 

como: hipóxia, concentrações elevadas de Ca2+ citosólico, radiação, drogas 

quimioterapêuticas, dano genético irreparável e espécies reativas de oxigênio (ROS) 

(Adams & Cory, 1998; Karp, 2008), induzindo a permeabilização mitocondrial e 

consequente liberação de moléculas pró-apoptóticas nela presentes (Desagher & 

Martinou, 2000). Esta via é modulada por uma família de proteínas indutoras e 

repressoras de morte por apoptose que participam ativamente da regulação da 

apoptose, a família Bcl-2 (Borner, 2003).  

Existem dois grupos principais de proteínas Bcl-2: proteínas pró-apoptóticas 

(dentre as quais: Bax, Bak, Bad, Bcl-Xs, Bid, Bik, Bim e HRK) e proteínas anti-

apoptóticas (dentre as quais: Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W, Bfl-1 e Mcl-1) (Reed, 1997). As 

proteínas Bcl-2 têm como característica a capacidade de homodimerização e 

heterodimerização (Minn et al., 1998). Em resposta a um estímulo pró-apoptótico, 

membros da família Bcl-2 regulam a liberação do citocromo C e de outras proteínas, 

tais como SMAC/DIABLO e Omi/ HtrA2 do espaço intermembranar mitocondrial. 

Uma vez liberadas, as proteínas SMAC/DIABLO e Omi/HtrA2 se ligam as IAPs 

(proteínas inibidoras das caspases 3 e 9) impedindo assim, a inibição do processo 

apoptótico. A homeostasia nas taxas de apoptose é mantida pelo controle da 

quantidade relativa de proteínas anti e pró-apoptóticas (Kroemer et al., 1997; Petros 

et al., 2004; Danial & Korsmeyer, 2004). 

Estas proteínas regulam o extravasamento do citocromo C para o 

citoplasma. A liberação de citocromo C por essas organelas no citoplasma induz a 
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formação de um complexo oligomérico contendo citocromo C e Apaf-1. Este 

complexo, chamado de apoptossomo, promove a ativação catalítica da caspase-9, 

que posteriormente cliva e ativa a caspase-3 efetora ocasionando a morte celular 

por apoptose (Rupnarain et al, 2004; Petros et al, 2004). Juntamente com o 

citocromo C, as proteínas SMAC/DIABLO e Omi/HtrA2, localizadas nas 

mitocôndrias, também são liberadas no citoplasma. Uma vez liberadas, essas duas 

proteínas se ligam a uma proteína inibidora de caspases conhecida como XIAP, 

essa ligação ajuda a ativar os mecanismos de apoptose por neutralizar a função 

inibitória dessa proteína (Fischer & Schulze-Osthoff, 2005).  

A via mitocondrial também pode ser ativada após ativação dos receptores de 

morte da via extrínseca através da clivagem de BID, uma proteína pró-apoptótica da 

família Bcl-2, mediada pela caspase 8. Uma vez clivada, tBid (Truncated Bid) é 

translocada para a mitocôndria, induzindo a liberação de citocromo C, SMAC e 

Omi/HtrA2, além da formação do apoptosomo e ativação das caspases efetoras, 

promovendo a morte celular por apoptose (Fischer & Schulze-Osthoff, 2005; Tan et 

al., 2014).  

Diversos fármacos com diferentes mecanismos de ação induzem mudanças 

morfológicas características associadas com apoptose, e acredita-se que a ativação 

das vias apoptóticas contribuem para a ação citotóxica da maioria das drogas 

quimioterapêuticas (Lowe & Lin, 2000). Em conjunto, essas observações indicam 

que células podem interpretar um estímulo induzido por droga da mesma maneira 

que um estímulo fisiológico, tais como hipóxia e privação de fatores de crescimento 

(Johnstone et al., 2002). Por isso, proteínas que regulam as vias de apoptose são 

potenciais alvos para o desenvolvimento de novas drogas e de outras abordagens 

para o tratamento do câncer (Vermeulen et al., 2005). 

A compreensão dos mecanismos e das alterações nos componentes das 

vias apoptóticas e sua correlação com a ocorrência do câncer são importantes para 

o desenvolvimento de novas terapias e métodos de prevenção. 
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2. JUSTIFICATIVA 

 

A quimioterapia ainda continua sendo a principal forma de tratamento para a 

maioria dos casos de câncer, onde aliada a outras medidas terapêuticas alcança 

boas taxas de regressão e cura.  A grande limitação dos quimioterápicos continua 

sendo o problema gerado pelos efeitos tóxicos dos fármacos, os quais não são 

específicos para o tumor e provocam intensos efeitos colaterais no paciente, como 

náuseas, perda de cabelo e imunodeficiência, além da resistência dos tumores às 

principais drogas adquiridas durante o tratamento.  

Os metalofármacos tem se apresentado como uma classe promissora de 

medicamentos antitumorais e acredita-se que complexos contendo metais 

endógenos como o ferro, zinco e cobre, sejam menos tóxicos ao organismo. Por 

isso, o cobre foi selecionado, pois é encontrado naturalmente no organismo humano, 

exercendo funções vitais, tais como, prevenção de anemia, doenças ósseas e danos 

celulares (Rodrigues et al., 2012). 

Os fármacos de origem sintética representam significativa parcela do 

mercado farmacêutico, estima-se que 75% dos fármacos hoje, sejam sintéticos, e 

movimentaram um mercado de 380 bilhões de dólares em 2012 (Griffith & Gaynor, 

2012). Vale ressaltar que além da facilidade de obtenção, por serem produzidos 

através de métodos preparativos mais rápidos, estes fármacos possuem também 

menor custo em comparação com fármacos de origem natural. Esses fatores 

impulsionaram enormes avanços na química bioinorgânica medicinal, contribuindo 

de forma impactante para o desenvolvimento de tratamentos mais eficientes, bem 

como no melhoramento das terapias anticâncer já existentes (Cohen, 2007). 

Atualmente, o grupo de pesquisa em Química Bioinorgânica da Universidade 

Estadual do Norte Fluminense vem testando compostos de cobre, ferro, zinco, 

cobalto, gálio e platina complexados a ligantes híbridos. Sendo assim, o composto 

de cobre em estudo foi previamente selecionado devido ao seu potencial citotóxico 

apresentado em trabalhos prévios, exibindo atividade antineoplásica tanto in vitro 

(Fernandes et al., 2015; Morcelli et al., 2016) como também in vivo (Patente 

23/05/12-PI 1020140173397-8), necessitando de um estudo mais detalhado da ação 

deste composto, visando a obtenção de novos metalofármacos com aplicações 

terapêuticas futuras.  
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3. OBJETIVOS 

 

 3.1. Objetivo Geral  

 

Avaliar in vitro, alterações morfofuncionais causadas pelo composto de 

coordenação de cobre [Cu(Lα)Cl]Cl.2H2O (Cuα), frente às células de carcinoma de 

pulmão humanas da linhagem NCI-H460. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

 Avaliar o efeito citotóxico dos compostos, frente às células de origem 

neoplásicas humanas pelo o ensaio colorimétrico MTT; 

 

 Verificar as alterações na morfologia e ultraestrutura das células de câncer de 

pulmão humana H460, tratadas com o composto Cuα por microscopia de 

fluorescência, microscopia eletrônica de transmissão e de varredura; 

 

 Investigar o tipo de morte celular promovido pelo composto de cobre através 

de dupla marcação com Anexina V e Iodeto de Propídio por citometria de 

fluxo; 

 

 Avaliar o potencial de membrana mitocondrial utilizando o marcador lipofílico 

catiônico JC-1 por citometria de fluxo; 

 

 Avaliar a fragmentação do DNA durante as fases do ciclo celular por 

citometria de fluxo (Sub-G1); 

 

 Determinar a ativação de caspase 12 por citometria de fluxo; 

 

 Comparar a efetividade do composto de cobre frente à atividade da cisplatina, 

(metalofármaco padrão usado amplamente no tratamento do câncer). 
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4. METODOLOGIA  

  

4.1. Composto de coordenação de cobre 

 

O composto de coordenação de cobre [Cu(Lα)Cl]Cl.2H2O (Cuα), Lα = 1-{2-

hidroxibenzil(2-piridilmetil)amino}-3-(1-naftiloxi)-2-propanol, foi sintetizado de acordo 

com metodologia descrita por Lopes (2012), pelo Grupo de Pesquisa em Química de 

Coordenação e Bioinorgânica da Universidade Estadual do Norte Fluminense, sob 

orientação da Professora Christiane Fernandes Horn. O composto foi diluído em 

DMSO (SIGMA®) e as alíquotas foram armazenadas a -20 oC até o momento da sua 

utilização. 

 

4.2. Cultivo celular  

As células H460 (carcinoma de pulmão de células não pequenas), U937 

(linfoma histiocítico), THP-1 (leucemia monocítica aguda), Molt-4 (leucemia linfoide 

aguda) e Colo 205 (adenocarcinoma colorretal), foram adquiridas da American Type 

Culture Collection (ATCC), cultivadas em meio D-MEM F12 (Gibco, BRL) 

suplementado com 20 μg/mL de gentamicina (Gibco, BRL) e 10% de soro fetal 

bovino (Gibco, BRL), mantidas em estufa (Forma Scientific Inc., modelo 3159) a 

37°C, com 5% de CO2 e umidade controlada.  

 

4.3. Avaliação da viabilidade celular pelo ensaio de MTT  

 

O potencial citotóxico do composto foi avaliado através de microensaio 

colorimétrico utilizando MTT (3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de 

tetrazólio) (Sigma, M2128). Tal metodologia foi descrita por Mosmann (1983), um 

método quantitativo in vitro para estimar a sobrevivência e proliferação celular. Este 

método, baseia-se na capacidade da succinato desidrogenase (enzima do ciclo de 

Krebs ativa em mitocôndrias viáveis) em converter o sal tetrazólico hidrossolúvel 

amarelo (brometo de 3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio, ou MTT) em 

cristais de formazan, de cor púrpura, quantificado por espectrofotometria (Pessoa et 

al., 2000; Costa-lotufo et al., 2004). Para a avaliação da viabilidade celular por 

metabolização do MTT, as células foram plaqueadas em volume de 100μL/poço 
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[1x106cels/mL] em placas de cultivo de 96 poços e tratadas com os compostos nas 

concentrações finais de trabalho (400, 200, 100, 50, 25 e 12,5μM), diluídos em meio 

D-MEM F12 suplementado (Gibco, BRL). As células foram mantidas em estufa a 

37C, com 5% de CO2 e umidade controlada por 48h. Em seguida, foram 

adicionados em cada poço 10µL de MTT (Sigma, 5 mg/mL) para cada 100µL de 

cultivo. As placas foram mantidas em estufa por mais quatro horas para a 

metabolização do MTT. Após esse período foram retirados 150µL do sobrenadante 

de cada poço e depois adicionados 100µL de uma solução de isopropanol com 

0,04% de HCl concentrado e homogeneizando bem para permitir a solubilização dos 

cristais de formazan. A leitura dos valores da absorbância da placa de 96 poços foi 

realizada em espectrofotômetro (EPOCHTM, BioTax®Instruments, Inc.) em 

comprimento de onda de 570nm. Os experimentos foram realizados em triplicatas. 

Como controles negativos as células foram incubadas apenas com o meio 

de cultura e outro tratado com DMSO (SIGMA®), diluído em meio de cultura na 

mesma concentração utilizada para dissolver o composto. As concentrações de 

DMSO estavam abaixo de 0,5% do volume, o que não implicou ser tóxico para as 

células. Como fármaco padrão, a cisplatina foi utilizada para fins comparativos nas 

mesmas proporções do composto de cobre.  

 

4.4. Análise por microscopia de fluorescência  

A fim de observar as alterações induzidas pelo composto de cobre, as 

células de carcinoma de pulmão H460, foram plaqueadas em volume de 500μL/poço 

[1x106cels/mL] em placas de cultivo celular de 24 poços. Em seguida, foram 

adicionados 500μL/poço do composto Cuα nas concentrações de 25 e 50μM. As 

células foram incubadas por 12h em estufa (37 °C e 5% de CO2). Para promover o 

descolamento das células, estas foram incubadas com 200µl de uma solução 

contendo 2,5% de tripsina, 0,1% de EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) em 

tampão PBS, durante 3 minutos em estufa (37 °C e 5% de CO2). Em seguida foi 

adicionado 1ml de meio de cultura suplementado para inativar a tripsina que em 

determinado tempo passa a ser tóxico para as células. O conteúdo de cada poço foi 

transferido para tubos de 2mL e centrifugado por 5 minutos a 200xg. O 

sobrenadante foi desprezado e as células incubadas por 45 minutos em estufa (37 
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°C e 5% de CO2), com 500μL de solução do corante para núcleo Hoechst 33342 

(Invitrogen, Molecular Probes™, 1 μg/mL em meio de cultura), solução do corante 

para mitocôndria MitoTracker (Invitrogen, Molecular Probes™, concentração final de 

0,1μM em meio de cultura) e solução do corante para retículo endoplasmático 

(Invitrogen, Molecular Probes™, 1μM em meio de cultura). As células em suspensão 

foram centrifugadas por 5 minutos a 200xg, o sobrenadante descartado e as células 

ressuspendidas em 300μL de meio de cultura D-MEMF12. As amostras foram 

montadas entre lâminas e lamínulas, levadas ao microscópio de fluorescência 

(Axioplan – Carl Zeiss), fotografadas utilizando o software AxioVision 4.6.3.  

 

4.5. Avaliação do processo de morte celular programada através de marcação 

com Anexina V e Iodeto de Propídio (PI) por citometria de fluxo 

 

A quantificação de células em apoptose foi realizada através do ensaio 

Anexina V/PI. As células de carcinoma de pulmão H460 foram plaqueadas em 

volume de 500μL/poço [1x106cels/mL] em placas de cultivo celular de 24 poços. Em 

seguida, foram adicionados 500μL/poço do composto Cuα nas concentrações de 25 

e 50μM. As células foram incubadas por 24h em estufa (37 °C e 5% de CO2). A 

marcação com Anexina V/PI foi feita de acordo com o protocolo do kit AnnexinV-

FITC Apoptosis Detection Kit (SIGMA-ALDRICH). Após incubação as células foram 

lavadas 2X em tampão PBS e ressuspendidas no tampão de ligação fornecido pelo 

kit (100mM HEPES/NaOH, pH 7,5, contendo 1400mM de NaCl e 25mM de CaCl2).  

A 500μL da solução de tampão de ligação com as células foram adicionados 5μL de 

Anexina V e 10μL de Iodeto de Propídio (PI) para cada amostra, que foram deixadas 

no escuro por 10 minutos. Logo após esse tempo, as amostras foram analisadas em 

citômetro de fluxo (BD FACS CaliburTM, modelo 342973), com a contagem de 10.000 

eventos para cada amostra. Os gráficos Dot-plots quantificam porcentagem de 

células normais, apoptóticas e necróticas, obtidos através do software WinMDI 

versão 2.9. 

 

 

 



46 

 

4.6. Avaliação do potencial de membrana mitocondrial por citometria de fluxo 

 

 A avaliação do potencial de membrana mitocondrial foi realizada através do 

marcador lipofílico catiônico fluorescente JC-1 (iodeto de 5,5’,6,6’-tetracloro- 

1,1’,3,3’-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina). As células de carcinoma de pulmão 

H460 foram plaqueadas em volume de 500μL/poço [1x106cels/mL] em placas de 

cultivo celular de 24 poços. Em seguida, foram adicionados 500μL/poço do 

composto Cuα nas concentrações de 25 e 50μM. As células foram incubadas por 

24h em estufa (37 °C e 5% de CO2). O conteúdo de cada poço (1mL) foi transferido 

para eppendorf (2mL) e centrifugado por 5 minutos a 200xg. O sobrenadante foi 

desprezado e o “pellet” incubado por 15 minutos em estufa (37°C e 5% de CO2) com 

500μL de solução de JC-1 (25μg/mL diluído 1:1000 em meio de cultura, Sigma). As 

células em suspensão foram centrifugadas por 5 minutos a 200xg e lavadas 2X com 

2mL de meio de cultura D-MEMF12 (Gibco, BRL). O sobrenadante descartado e o 

“pellet” obtido ressuspendido em 500μL de meio de cultura DMEM F12, a leitura foi 

realizada imediatamente em citômetro de fluxo (BD FACS CaliburTM, modelo 

342973). Os gráficos Dot-plots quantifica porcentagem de células com mitocôndrias 

normais e comprometidas e foram obtidos através do software WinMDI versão 2.9. 

 

 

4.7. Análise ultraestrutural por Microscopia Eletrônica de Transmissão 

 

Para verificar alterações ultraestruturais, as células de carcinoma de pulmão 

H460 foram plaqueadas em volume de 5mL/poço [1x106cels/mL] em garrafas de 

cultivo celular de 25cm2, o composto Cuα foi adicionado diretamente no meio das 

células nas concentrações finais de trabalho (25 e 50μM), incubadas nos períodos 

de 4, 8 e 12h em estufa (37 °C e 5% de CO2). As células foram centrifugadas, por 10 

minutos a 200xg e lavadas 2X com tampão PBS, pH 7,2. O “pellet” foi fixado por 1h 

com glutaraldeído 2,5% (Sigma ®) e tampão cacodilato de sódio 0,1M, pH 7,4. Após 

a fixação as células foram lavadas 2X no mesmo tampão, pós-fixadas por 20 

minutos, protegidas da luz, em solução 1:1 com tetróxido de ósmio 1% e ferricianeto 

de potássio 0,8%, lavadas 3X com o mesmo tampão e desidratadas em séries 

crescentes de acetona: 50%, 70%, 90% e a 100% 3X (durante 20 minutos cada 
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etapa). Para a infiltração em resina foi utilizado uma mistura de acetona/EPON®, na 

proporção de 2:1, 1:1, 1:2 por 8h cada troca. Posteriormente as amostras foram 

embebidas em EPON puro, acomodadas em moldes de silicone e polimerizadas por 

48 horas a 60 oC. Os blocos polimerizados foram seccionados em ultramicrótomo 

Reichert Ultracult S e os cortes ultrafinos colocados em grades de cobre. As 

micrografias foram tiradas em Microscópio Eletrônico de Transmissão, modelo TEM-

900 (Zeiss, Alemanha). 

 

 

4.8. Análise morfológica por Microscopia Eletrônica de Varredura  

 

Para caracterização da integridade na superfície celular, as células de 

carcinoma de pulmão H460 foram plaqueadas em volume de 3mL/poço 

[1x106cels/mL] em placas de cultivo celular de 12 poços. Em seguida, foram 

adicionados 3mL/poço do composto Cuα nas concentrações finais de trabalho 25 e 

50μM, incubadas nos períodos de 4, 8 e 12h em estufa (37 °C e 5% de CO2). As 

células foram centrifugadas por 10minutos a 200xg e lavadas 2X com Tampão PBS, 

pH 7,2. O sobrenadante foi desprezado e o “pellet” foi fixado por 1h com 

glutaraldeído 2,5% (Sigma ®, EUA) e tampão cacodilato de sódio 0,1M, pH 7,4. 

Após a fixação as células foram lavadas 2X no mesmo tampão, durante 5 minutos 

cada etapa. Em seguida as células foram aderidas em lamínulas revestidas com 

poly -L- lisina (Sigma ®, EUA), pós-fixadas com tetróxido de ósmio 1% e ferricianeto 

de potássio 0,8%, lavadas 3X com o mesmo tampão e desidratadas em séries 

crescentes de álcool: 50%, 70%, 90% e a 100% 3X (durante 20 minutos cada 

etapa). As amostras foram secas em aparelho de ponto crítico Bal-Tec CPD 030 

Critical Point Dryer, montadas em stubs, pulverizadas com paládio (metalização) no 

aparelho Sputter Coater SDC 050 e observadas em Microscópio Eletrônico de 

Varredura Zeiss DSM - 962 a 15 KV. 
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4.9. Avaliação do ciclo celular por citometria de fluxo (Sub-G1) 

A citometria de fluxo permite classificar as células quanto a sua distribuição 

nas fases do ciclo celular, a partir do conteúdo de DNA detectado. As células de 

carcinoma de pulmão H460 foram plaqueadas em volume de 500μL/poço 

[1x106cels/mL] em placas de cultivo celular de 24 poços. Em seguida, foram 

adicionados 500 μL/poço do composto Cuα nas concentrações de 25 e 50μM. As 

células foram incubadas por 24h em estufa (37 °C e 5% de CO2). As células controle 

foram incubadas apenas com meio DMEMF12 (Gibco, BRL) suplementado com 

20μg/mL de gentamicina (Gibco, BRL). O conteúdo de cada poço (1mL) foi 

transferido para tubos de 2mL e centrifugado por 5 minutos a 200xg. O pellet foi 

lavado 2X com Tampão PBS, pH 7,2. Após a lavagem foi adicionado lentamente 

1mL de etanol 70% gelado e as células foram submetidas a fixação por 30 minutos a 

4ºC. Após o período de fixação, as células foram centrifugadas a 200xg por 5 

minutos e lavadas com tampão fosfato-citrato (200mM, pH = 7,8). O sobrenadante 

foi desprezado e as células incubadas com 50μL de RNAse A (100μg/mL Sigma, 

R4875) à temperatura ambiente por 15 minutos. A seguir, foram adicionados 400μL 

de iodeto de propídio (concentração final 50μg/mL; Sigma, P4170). As células foram 

analisadas em citômetro de fluxo (BD FACS CaliburTM, modelo 342973) onde foram 

contados 10.000 eventos por amostra. Os histogramas e as porcentagens de células 

em sub-G1 serão obtidos através do software WinMDI, versão 2.9. 

 

4.10. Avaliação de ativação de caspase 12 por citometria de fluxo 

A ativação de caspase 12 ocorre devido ao estresse do retículo 

endoplasmático, desempenhando um papel central na apoptose. A citometria de 

fluxo permite detecção e quantificação de caspase 12 ativadas em células vivas. As 

células de carcinoma de pulmão H460 foram plaqueadas em volume de 1mL/poço 

[1x106cels/mL] em placas de cultivo celular de 12 poços. Em seguida, foram 

adicionados 1mL/poço do composto Cuα nas concentrações de 25 e 50μM. As 

células foram incubadas por 18h em estufa (37 °C e 5% de CO2).  Após o período de 

incubação, alíquotas de 300μl de cada tratamento foram transferidas para tubos de 

2mL. A estas alíquotas foram adicionados 1μl de FITC-ATAD-FMK e incubados por 

40 minutos em estufa (37 °C e 5% de CO2). As células foram centrifugadas por 10 
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minutos a 200xg. O “pellet” foi lavado 2X com o tampão de lavagem fornecido pelo 

kit. O sobrenadante foi desprezado e as células ressuspendidas com 300μL do 

mesmo tampão. As amostras foram mantidas em gelo até o momento da leitura. As 

células foram analisadas em citômetro de fluxo (BD FACS CaliburTM, modelo 

342973), utilizando o canal FL-1 onde foram contados 10.000 eventos por amostra. 

Os histogramas e as porcentagens de células com caspase 12 ativadas serão 

obtidos através do software WinMDI, versão 2.9. 

 

4.11. Análise estatística 

As análises estatísticas serão feitas para os testes de viabilidade e indução 

de apoptose utilizando o programa GraphPad versão 5.0. Para os experimentos será 

utilizado o teste estatístico One-way ANOVA. As diferenças significativas serão 

consideradas como P<0,05; P<0,01 e P<0,001. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 

 

5. RESULTADOS  

 

5.1. Avaliação do efeito citotóxico do composto de cobre na viabilidade celular 

por metabolização do MTT 

 

A capacidade citotóxica do composto de coordenação de cobre foi verificada 

pelo ensaio colorimétrico de MTT (3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo 

tretazólico) (Mosman, 1983), contra linhagens U937 (linfoma histiocítico), THP-1 

(leucemia monocítica aguda), Molt-4 (leucemia linfoide aguda), Colo 205 

(adenocarcinoma colorretal) e H460 (carcinoma de pulmão). As células foram 

incubadas por 48 horas com as concentrações finais de trabalho (400, 200, 100, 50, 

25 e 12,5μM). Os valores de densidade óptica obtidos foram utilizados para calcular 

as concentrações necessárias para verificar a toxicidade do composto Cuα, do seu 

respectivo ligante (Bull, 2015) e da cisplatina em 50% das células tratadas (IC50), 

utilizando o programa GraphPad Prism versão 5.0, as quais estão apresentadas na 

Tabela 1. 

 

Tabela 1. IC50 (μmol.L
-1

) obtidos do ensaio de citotoxidade celular por MTT, incubadas por 48 

horas. 

IC50 (μmol.L-1) 

Linhagem Ligante* CuCl2 * Composto Cuα Cisplatina 

U937 >100 >100 14,3±1,0 16,2±1,0 

THP-1 >100 >100 11,3±1,1 29±1,0 

MOLT-4 >100 >100 26,9±1,1 21,4±1,0 

COLO-205 >100 >100 35,6±1,1 46,7±1,1 

H460 >100 >100 26,52 ±1,1 203,0 ±1,2 

*Dados não publicados 

 

 Os valores de IC50 (μmol.L-1) demonstram que o composto de coordenação 

de cobre foi ativo em todas as linhagens testadas, sendo capaz de reduzir de 

maneira significativa a viabilidade celular da linhagem H460, mostrando-se mais 

efetivo que a cisplatina. A cisplatina reduziu a viabilidade celular apenas nas maiores 

concentrações testada. Os valores de IC50 foram de 26,52 ±1,1µM para Cuα e de 

203,0 ±1,2µM para a Cisplatina, o que demonstra uma maior atividade desse 
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composto para esta linhagem cancerígena. A figura 6 apresenta dados referentes à 

atividade citotóxica dos compostos de coordenação de cobre e da cisplatina. 

O DMSO (dimetilsulfóxido), veículo utilizado para a dissolução dos 

compostos, não afetou a viabilidade celular da linhagem testada. 
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Figura 6. Efeito citotóxico dos compostos de coordenação de cobre e da cisplatina, frente às células 

H460 após tratamento por 48 horas de incubação, pelo ensaio de MTT. 

 

A citotoxicidade realizada pelo método colorimétrico do MTT foi o primeiro 

experimento realizado para obtenção do IC50, possibilitando a utilização desses 

valores para avaliação da atividade antitumoral in vitro. Nos demais testes, as 

células neoplásicas H460 foram selecionadas e tratadas com o composto Cuα nas 

concentrações de 25 e 50μM, equivalentes a 1X IC50 e 2X IC50, respectivamente, por 

ter se mostrado mais ativo em relação ao fármaco padrão nos ensaios de viabilidade 

celular por MTT. A cisplatina foi utilizada para fins comparativos nas mesmas 

concentrações equivalentes. 
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5.2. Avaliação da externalização de fosfatidilserina (marcação com anexina V e 

iodeto de propídio (PI) 

 

A fim de avaliar o processo de morte celular induzido pelo composto de 

coordenação de cobre, as células foram submetidas a marcação com o kit 

AnnexinV-FITC Apoptosis Detection Kit (SIGMA-ALDRICH), usado para determinar 

quantitativamente a porcentagem de células que estão em apoptose. A 

fosfatidilserina (PS) é um fosfolipídio encontrado na face interna da membrana 

plasmática de células normais. Durante a apoptose as células modificam a 

estrutura de suas membranas plasmáticas para sinalizar seu suicídio ao ambiente, a 

PS então é translocada para a superfície celular onde fagócitos captam este sinal e 

engolfam essas células (Martin, et al., 1995).  

 Anexina V é uma proteína de ligação para fosfolipídios que pertence à 

família das anexinas. Na presença de íons de cálcio ela exibe alta afinidade para 

ligação seletiva a PS, que pode ser detectada pela marcação com anexina V 

conjugada com fluorócromos. Desse modo, corar células simultaneamente com 

Anexina V e com o corante PI permite a discriminação de células apoptóticas de 

necróticas, de modo que, a ligação da anexina pode ser observada em duas 

condições, a primeira é em células em apoptose primária, quando a anexina se liga 

a PS e são detectadas no quadrante inferior direito do histograma. A segunda 

condição ocorre na apoptose-necrose, também chamada de apoptose tardia, que 

ocorre na condição in vitro devido a ausência de fagócitos. Nesta situação ocorre a 

permeabilização da membrana plasmática tornando possível a entrada e ligação de 

PI ao DNA. Sendo assim, células em apoptose tardia apresentam-se com dupla 

marcação sendo detectadas no quadrante superior direito do histograma (Annexin V-

FITC e PI positivas). 

A figura 7 demonstra que o composto Cuα foi capaz de induzir apoptose nas 

duas concentrações testadas de maneira concentração dependente após 24 horas 

de tratamento, demonstrando que 25µM do composto induziu 43,98% e 50µM = 

97,98% foram positivas para a Anexina-V/PI, comparados com 200µM que induziu 

20,92% e 400 µM = 68,38% de células tratadas com a cisplatina.  

 



53 

 

No tratamento com a concentração de 50μM (valor de 2X IC50) o composto 

Cuα foi capaz de induzir mais de 90% de morte celular por apoptose e uma pequena 

fração de necrose foi induzida por esse composto. Estes resultados parciais indicam 

que a apoptose pode estar sendo deflagrada pelo composto Cuα, uma vez que 

comprometem a viabilidade da linhagem testada. 

Para melhor visualizar os resultados obtidos, os gráficos (Dot-plots) foram 

divididos em quatro quadrantes (A, B, C e D). Pode ser observado no grupo controle, 

para a linhagem avaliada, que a população celular se concentra predominantemente 

no quadrante “C” que corresponde a região do gráfico (Dot-plot) onde se encontram 

células viáveis. 

 

  

 

 

Figura 7. Indução de apoptose em células H460, incubadas com o composto Cuα e a cisplatina. As 

células foram tratadas por 24 horas com as concentrações equivalentes a 1X IC50 e 2X IC50. 

Porcentagem de morte celular por necrose (quadrante A), apoptose tardia (quadrante B), controle 

(quadrante C) e apoptose primária (quadrante D). 

 

 

(A) (B) (C)         

(D)         (E)         
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5.3. Avaliação do potencial de membrana mitocondrial (PPM) por citometria de 

fluxo 

 

A avaliação do potencial de membrana mitocondrial foi realizada utilizando-

se o marcador catiônico lipofílico fluorescente JC-1 (iodeto de 5,5’,6,6’ - tetracloro - 

1,1’,3,3’ - tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) que difunde livremente para o interior 

da célula. Na mitocôndria que apresenta potencial de membrana normal, a carga 

residual negativa da matriz mitocondrial, gerada pelo bombeamento de prótons para 

o espaço intermembranoso, permite o acúmulo deste fluorócromo no interior da 

mesma. Quando a concentração do JC-1 se torna elevada na matriz mitocondrial ele 

forma agregados que fluorescem na região do vermelho. Nas células onde ocorreu o 

colapso do potencial de membrana mitocondrial não há formação de agregados de 

JC-1, permanecendo na sua forma monomérica que fluoresce na região do verde 

(Smiley et al., 1991; Cossarizza et al., 1993).  

Devido a essas alterações, o grau de acúmulo de corante mitocondrial pode 

ser quantificado através do monitoramento da fluorescência por citometria de fluxo e 

a fluorescência decorrente desse acúmulo corresponde à células que possuem 

mitocôndria normal e com potencial de membrana alterado por meio do detector que 

capta luz na região do laranja (585-590nm) e do detector que capta luz na região do 

verde (510-527nm), respectivamente.  

A figura 8 apresenta os resultados na forma de gráficos (Dot-plots), que 

representam os parâmetros de intensidade de fluorescência verde (FL1) e vermelha 

(FL2). A porcentagem de células com dissipação do potencial de membrana 

mitocondrial foi determinada a partir da redução da intensidade de fluorescência 

vermelha das amostras. Pode ser observado no controle não tratado, que a 

população celular se concentra predominantemente no quadrante “B” (94,99%), que 

corresponde à região do gráfico onde se encontram células com mitocôndrias 

viáveis.  

As células foram tratadas nas concentrações de 25 e 50μM com o composto 

Cuα e 200 e 400μM com a cisplatina por um período de 24 horas.  

Os resultados mostram um significativo deslocamento da população celular 

tratada com o composto de cobre do quadrante “B” para o quadrante “D”, onde se 

observa células com despolarização da membrana mitocondrial. Na concentração de 
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50μM (valor de 2X IC50), o potencial de ação da membrana mitocondrial é reduzido 

em quase 85%, mostrando uma maior eficácia da ação do composto de cobre frente 

à cisplatina, que reduziu o PMM em apenas 50,20%. Esta alteração pode ser 

sugestiva de apoptose deflagrada pela via mitocondrial. 

 

 

   

 

Figura 8. Avaliação do potencial de membrana mitocondrial na linhagem H460 por citometria de 

fluxo, incubadas com o composto Cuα e a cisplatina. As células foram tratadas por 24 horas com as 

concentrações equivalentes a 1X IC50 e 2X IC50. Quadrante “B”, células possuindo mitocôndrias com 

potencial de membrana normal, quadrante “D”, células possuindo mitocôndrias com perda do 

potencial de membrana. 

 

 

5.4. Alterações morfológicas observadas por microscopia de fluorescência 

 

A fim de observar o processo de morte celular verificado através dos 

experimentos com Anexina V e PI, e a perda do potencial de membrana mitocondrial 

nas células avaliadas pela marcação de JC-1 em citometria de fluxo, foram 

realizadas observações em microscopia de fluorescência, utilizando-se marcadores 

para núcleo, mitocôndrias e retículo (Hoechst 33342®, Mito Tracker®, ER-tracker®, 

(A)         (B)         (C)         

(D)         (E)         
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todos da Molecular Probes™), respectivamente. O primeiro entra livremente nas 

células e se liga a ácidos nucleicos, principalmente DNA, corando o núcleo em azul. 

O corante Mito Tracker entra nas células por difusão passiva e se acumula nas 

mitocôndrias ativas, fluorescendo em vermelho, e o ER-tracker entra livremente nas 

células, é seletivo à organela e cora o retículo endoplasmático, fluorescendo em 

verde. 

As células foram tratadas nas concentrações de 25 e 50μM com o composto 

Cuα e 200 e 400μM com a cisplatina por um período de 12 horas. 

Nas amostras de células controle (Figura 9), sem o tratamento com o 

composto Cuα, é possível ver na fluorescência o núcleo homogêneo em azul, e uma 

fina camada vermelha na periferia das células, correspondendo às mitocôndrias.  

Na concentração de 25µM (Figura 10), já é perceptível na florescência o 

espalhamento das mitocôndrias pelo citoplasma, possivelmente devido ao início do 

encolhimento nuclear. O núcleo aparece com uma fluorescência mais intensa devido 

ao aumento da condensação da cromatina. No tratamento com a concentração de 

50µM (Figura 11), a fluorescência mitocondrial se dispersa possivelmente devido a 

perda do potencial de ação da membrana mitocondrial, mostrando ainda que o 

composto induziu fragmentação do DNA (marcado em azul) na linhagem analisada. 

Nesta mesma figura podemos observar que o composto de cobre altera a morfologia 

da célula com características típicas de apoptose. 

O tratamento com a cisplatina (Figuras 12 e 13) apesar de também provocar 

condensação da cromatina e “blebbing” de membrana, no entanto, não se verifica 

uma diminuição das dimensões nucleares e nem a dispersão mitocondrial como 

acontece com o composto de coordenação de cobre. 
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Controle H460 – 12h 

  

  

  

 

 

 

 

Figura 9. Célula H460 (grupo controle).  Apresentando fluorescência homogênea da cromatina pelo 

núcleo em azul (Figuras A e C), e uma fina camada vermelha (Figura D) e verde (Figura E) na 

periferia das células correspondendo às mitocôndrias e retículo endoplasmático, respectivamente. 

Células marcadas com Mitotracker (vermelho), Er-Tracker (verde) e com o corante nuclear Hoechst 

(azul). A figura F mostra a sobreposição. Barras de escala: 20µM. 

 

 

A B 

C D 

E F 



58 

 

Cuα 25µM H460 – 12h 

          

             

  

 

 

 

 

Figura 10. Células H460 após 12 horas de incubação, tratadas com Cuα na concentração de 25µM. 

Já é possível observar uma condensação perinuclear da cromatina (Figuras A e C), um maior 

espalhamento das mitocôndrias (Figura D) e retículo (Figura E) pelo citoplasma e alteração na 

morfologia das células, que perdem sua forma arredondada (Figura A). A figura F mostra a 

sobreposição. Barras de escala: 20µM. 
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Cuα 50µM H460 – 12h 
 

  
 

  
 

  
 

 
 
 
 
 
Figura 11. Células H460 após 12 horas de incubação, tratadas com Cuα na concentração de 50µM. 

Pode-se verificar a intensa alteração na morfologia do núcleo, com grande condensação do material 

genético e fragmentação de DNA (Figuras A e C), um maior espalhamento das mitocôndrias (Figura 

D) e retículo (Figura E) pelo citoplasma. Alteração morfológicas características de apoptose. A figura F 

mostra a sobreposição. Barras de escala: 20µM. 
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CisPt 200µM H460 – 12h 

  

   

   
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Células H460 após 12 horas de incubação, tratadas com CisPt na concentração de 

200µM. Nota-se alteração na morfologia do núcleo (Figuras A, C e F), no entanto, observa-se uma 

polarização mitocondrial (Figuras D e G) semelhante ao controle. As figuras E e H mostram a 

sobreposição. Barras de escala: 20µM. 
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CisPt 400µM H460 – 12h 

  

       

        

 

 

 

 

 

Figura 13. Células H460 após 12 horas de incubação, tratadas com CisPt na concentração de 

400µM. Alterações morfológicas como fragmentação de DNA é observada (Figura C e F), observa-se 

também uma polarização mitocondrial (Figuras D e G) semelhantes ao controle. As figuras E e H, 

mostram a sobreposição. Barras de escala: 20µM. 
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5.5. Alterações ultraestruturais observadas por microscopia eletrônica de 

varredura 

 

Os efeitos citotóxicos e alterações morfológicas e ultraestruturais das células 

H460 foram avaliadas pelas modificações da integridade da membrana celular por 

microscopia eletrônica de varredura. As células do grupo controle apresentam 

morfologia bem definida, com projeções no citoplasma organizadas de forma 

regular, permitindo observar a organização superficial das células de carcinoma de 

pulmão H460, constituindo grupos de células associadas em grumos, formando uma 

espécie de nicho tumoral (Figura 14). 

O composto parece alterar propriedades físicas das membranas, iniciando 

eventos que induzem a morte celular. Na concentração de 25µM, logo após 4h do 

tratamento, foram evidenciadas modificações na superfície da membrana celular, 

como formação de invaginações citoplasmáticas, e diminuição das microvilosidades 

de maneira tempo e concentração dependente (Figuras 15, 16 e 17).  

No tratamento com a concentração de 50µM, o composto de cobre afetou 

drasticamente a morfologia das células comparadas ao controle, com modificações 

que caracteristicamente correspondem a células apoptóticas, como “blebbing” de 

membrana, desaparecimento das microvilosidades, retração dos filopódios, com 

consequente perda de adesão à matriz e a alteração da sua morfologia, passando 

de uma forma mais esférica para uma conformação mais achatada e alongada do 

corpo celular (Figuras 18, 19 e 20).   

No tratamento com a cisplatina apesar de também serem observadas 

células com morfologia alterada, com intenso “blebbing” de membrana e presença 

de filopódios alongados, no entanto as células mantiveram algumas 

microvilosidades.  
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Controle – H460 

  

  

 

 

 

 

 

Figura 14. Célula H460 (grupo controle). Organização bem definida de projeções de membranas 

(microvilosidades) (seta), caracterizando células com potencial invasivo e migratório.  
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Cuα 25µM H460 - 4h  

  

  

 

 

 

 

Figura 15. Células H460 após 4 horas de incubação, tratadas com Cuα na concentração de 25µM. É 

perceptível a rarefação das microvilosidades já nas primeiras horas de incubação com o composto e 

o aparecimento de blebbing de membrana (estrela). 
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Cuα 25µM H460 - 8h  

   

   

 

 

 

 

Figura 16. Células H460 após 8 horas de incubação, tratadas com Cuα na concentração de 25µM. 

Podem ser observadas alterações significativas na morfologia das células, que perdem sua forma 

arredondada. São visíveis também a presença de blebbing (estrela) e filopódios alongados (seta). 
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Cuα 25µM H460 - 12h 

  

  

 

 

 

 

Figura 17. Células H460 após 12 horas de incubação, tratadas com Cuα na concentração de 25µM. 

Nota-se ainda mais a perda das microvilosidades (seta fina), mudança estrutural na forma celular, 

blebbing (estrela) de membranas e a presença de estruturas alongadas aderidas à matriz, 

semelhantes à filopódios (seta).  
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Cuα 50µM H460 - 4h 

  

  

 

 

 

 

 

Figura 18. Células H460 após 4 horas de incubação, tratadas com Cuα na concentração de 50µM. 

Há presença de vários filopódios (seta) alongados em algumas células, e o surgimento de grandes 

concavidades na superfície celular (cabeça da seta), como invaginações da membrana celular. 

Algumas células também apresentam intenso blebbling (estrela) em sua superfície. 
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Cuα 50µM H460 – 8h 

  

  

 

 

 

 

 

Figura 19. Células H460 após 8 horas de incubação, tratadas com Cuα na concentração de 50µM.  

As microvilosidades praticamente desaparecem (seta fina), presença de filopódios (seta), intenso 

blebbing (estrela) de membranas e a presença de invaginações (cabeça da seta) de membrana com 

diferentes tamanhos, caracterizando profundas alterações na superfície celular.  
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Cuα 50µM H460 - 12h  

  

  

   

 

 

Figura 20. Células H460 após 12 horas de incubação, tratadas com Cuα na concentração de 50µM. 

É possível observar a quase total ausência de microvilosidades (setas finas). A presença de 

filopódios (setas) alongados e mudança da morfologia geral da célula são facilmente observáveis.  
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CisPt 200µM H460 - 4h  

  

 

 

Figura 21. Células H460 após 4 horas de incubação, tratadas com CisPt na concentração de 200µM. 

Nota-se poucas alterações na morfologia geral das células, presença de muitas microvilosidades 

(setas).  

 

CisPt 200µM H460 - 8h 

     

 

 

Figura 22. Células H460 após 8 horas de incubação, tratadas com CisPt na concentração de 200µM. 

Nota-se alterações na morfologia geral de algumas células, áreas de depressão (cabeça da seta) na 

superfície da membrana. As microvilosidades se mantem com uma distribuição semelhante ao 

controle. 
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CisPt 200µM H460 - 12h  

  

  

 

 

 

 

Figura 23. Células H460 após 12 horas de incubação, tratadas com CisPt na concentração de 

200µM. Aparecimento de blebbing (estrela) de membrana e alteração na morfologia geral de algumas 

células, aparecimento de alguns filopódios (setas) alongados, embora várias ainda se apresentem 

com morfologia similar às células controle. 
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CisPt 400µM H460 - 4h  

  

 

 

Figura 24. Células H460 após 4 horas de incubação, tratadas com CisPt na concentração de 400µM. 

Presença de áreas com poucas microvilosodades (seta fina) em algumas células e blebbing (estrela) 

de membrana, com células mantendo ainda uma conformação semelhante ao controle. 

 

 

CisPt 400µM H460 - 8h  

   

 

 

 

Figura 25. Células H460 após 8 horas de incubação, tratadas com CisPt na concentração de 400µM. 

Várias células com morfologia alterada e blebbing (estrela) mais intenso. 
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CisPt 400µM H460 - 12h 

  

  

 

 

 

 

Figura 26. Células H460 após 12 horas de incubação, tratadas com CisPt na concentração de 

400µM. Presença de várias células com morfologia alterada, com intenso blebbing (estrela) e 

presença de filopódios (seta) alongados, embora várias células mantenham algumas 

microvilosidades.  
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5.6. Alterações ultraestruturais observadas por microscopia eletrônica de 

transmissão 

  

A microscopia eletrônica de transmissão (MET) foi utilizada para detectar 

alterações morfológicas e ultraestruturais causadas pelo composto de coordenação 

de cobre como agente antitumoral, frente a linhagem de células H460.  

A microscopia eletrônica de transmissão é considerada uma das melhores 

técnicas para avaliação das organelas celulares e das mudanças ultraestruturais 

(Salehnia et al., 2002) ocorridas durante a morte celular, sendo, portanto, um dos 

métodos mais confiáveis e eficientes em demonstrar alterações morfológicas com 

maior precisão. 

A MET mostra que as células H460 do grupo controle se apresentam com 

muitas microvilosidades, de maneira semelhante ao observado por microscopia 

eletrônica de varredura. Além disso, mostra que as organelas celulares como 

mitocôndrias e retículo endoplasmático aparecem normais e em grande número, 

indicando bom estado celular, distribuídas homogeneamente por todo o citoplasma, 

bem como a cromatina nuclear (Figura 27). 

Observações ultraestruturais nas células tratadas evidenciaram detalhes das 

alterações do processo de morte induzida pelo composto de coordenação de cobre. 

As células de carcinoma de pulmão H460 foram incubadas com o composto nos 

tempos de 4, 8 e 12h, nas concentrações 25μM e 50μM com o composto de cobre, e 

200μM e 400μM com a cisplatina, composto normalmente utilizado no tratamento 

desse tipo de câncer em seres humanos.  

No tratamento com 25μM do composto Cuα, evidenciou-se por MET uma 

pequena segregação de cromatina na periferia do núcleo e a formação de vacúolos 

autofágicos (Figura 28 e 29). Na concentração de 50μM, eventos característicos de 

morte celular por apoptose podem ser observados, como a intensa segregação da 

heterocromatina na periferia do núcleo, alterações mitocondriais e grande 

vacuolização, observadas já no tempo de 4h de incubação (Figuras 31, 32 e 33).  

É possível observar células apoptóticas tanto na fase precoce e tardia de 

morte celular. Primariamente, 4 horas após o tratamento com 50μM com o 

composto, o número de microvilosidades na superfície das células já diminui 

consideravelmente. Pode ser observada condensação da cromatina, resultando em 
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núcleos com aparência em forma de placa (Figura 31); Na fase final, nos tempos de 

8 e 12 horas, as mudanças morfológicas estavam associadas com mitocôndrias 

mais alargadas, expansão do retículo endoplasmático e o aparecimento de vários 

vesículas no citoplasma. Vesículas com elementos de membrana semelhantes a 

corpos apoptóticos são também observadas (Figuras 32 e 33). Em concentrações 

maiores utilizadas (100μM - dados não mostrados) ocorreu uma intensa lise celular, 

com a observação de poucas células ainda intactas, demonstrando que 

concentrações acima desse valor podem ser tóxicas para essa linhagem. 

 

 

Controle – H460 

 

  

   

 

Figura 27. Célula H460 (grupo controle). Presença de várias vesículas secretoras (estrela) e 

armazenamento de glicogênio (G), característicos dessas células, que tem uma função de secreção 

intensa. Nota-se também a morfologia típica de mitocôndrias (M) e retículo citoplasmático (RE), 

abundantes no citoplasma da célula. Presença de várias microvilosidades (setas) na periferia da 

célula. N - núcleo 
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Cuα 25µM H460 - 4h 

 

     

  

 

 

 

 

Figura 28. Células H460 após 4 horas de incubação, tratadas com Cuα na concentração de 25µM. 

Pode-se notar alterações na morfologia do núcleo, com a aparente formação de lóbulos (cabeça da 

seta). Há o aparecimento inicial de vacúolos (V) semelhantes a corpos apoptóticos. Algumas 

mitocôndrias parecem se apresentar mais alargadas em comparação com mitocôndrias típicas (M). 
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Cuα 25µM H460 – 8h  

 

  

  

 

 

 

 

 

Figura 29. Células H460 após 8 horas de incubação, tratadas com Cuα na concentração de 25µM. 

Maior condensação de material genético (cabeça da seta) pode ser observado. Uma maior número 

de vesículas (V) contendo elementos de membrana (estrela) podem ser observadas no citoplasma, 

parecendo em alguns casos realizarem fusão de membranas entre si, além de apresentarem uma 

aparente associação com elementos de retículo e mitocôndrias.  
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Cuα 25µM H460 - 12h  

 

  

  

 

 

 

 

 

Figura 30. Células H460 após 12 horas de incubação, tratadas com Cuα na concentração de 25µM. 

Nota-se uma intensa vacuolização do citoplasma, com vacúolos (V) mais eletronlucentes, e notável 

concentração de material genético em pequenos spot ou na periferia do núcleo (cabeça da seta). 
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Cuα 50µM H460 - 4h  

 

  

  

 

 

 

 

 

Figura 31. Células H460 após 4 horas de incubação, tratadas com Cuα na concentração de 50µM. 

Intensa vacuolização (V) observada, com algumas vesículas parecendo conter elementos de retículo 

e mitocôndrias. Parece haver a formação de uma rede de elementos tubulares (seta) a partir desses 

vacúolos no citoplasma da célula. Intensa alteração na morfologia do núcleo, com aparente 

segmentação do mesmo e grande condensação de material genético (cabeça da seta) também pode 

ser observada. 
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Cuα 50µM H460 - 8h  

 

   

    

 

 

 

 

 

Figura 32. Células H460 após 8 horas de incubação, tratadas com Cuα na concentração de 50µM. 

Vacuolização (V) extrema do citoplasma, com o aparente alargamento de elementos do retículo (RE). 

Várias vesículas (estrela) com elementos de membrana podem ser observadas. Elementos do 

retículo endoplasmático parecem organizar-se de forma a constituir uma rede no citoplasma, com 

aumento da interação com mitocôndrias (M) e vesículas. 
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Cuα 50µM 12h – H460 

 

  

   

  

 

 

 

 

Figura 33. Células H460 após 12 horas de incubação, tratadas com Cuα na concentração de 50µM. 

Pode-se verificar a profunda alteração na morfologia do núcleo (cabeça da seta), com grande 

condensação do material genético. Uma intensa vacuolização no citoplasma, com grandes vacúolos 

(V) eletronlucentes também podem ser observados. 
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CisPt 200µM H460 - 4h  

 

   

   

 

 

 

 

 

Figura 34. Células H460 após 4 horas de incubação, tratadas com CisPt  na concentração de 200µM. 

Verifica-se uma condensação do material nuclear (cabeça da seta), sem que se observe, no entanto 

grandes alterações nas demais organelas. 
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CisPt 200µM H460 - 8h  

 

  

  

 

 

 

 

 

Figura 35. Células H460 após 8 horas de incubação, tratadas com CisPt  na concentração de 200µM.  

Aumento da condensação do material nuclear (cabeça da seta) e aparecimento de alguns vacúolos 

(V) no citoplasma. No entanto, não há a presença de elementos de membrana em quantidade dentro 

dos vacúolos, como nas células tratadas com Cuα. Mitocôndrias e retículo apresentam-se 

semelhantes ao controle. 
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CisPt 200µM H460 - 12h  

 

   

   

 

 

 

 

 

Figura 36. Células H460 após 12 horas de incubação, tratadas com CisPt na concentração de 

200µM. Observa-se alterações na morfologia nuclear, apresentando-se com projeções alongadas ou 

lóbulos em algumas imagens. Alguns vacúolos (V) maiores, em menor número, podem ser 

observados, assim como alguns elementos de retículo (RE) alargados, embora em várias células 

ainda possa se notar mitocôndrias, elementos de retículo e vesículas de secreção e concentração de 

grânulos de glicogênio com aspecto semelhante ao controle. 
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CisPt 400µM H460 - 4h  

        

 

Figura 37. Células H460 após 4 horas de incubação, tratadas com CisPt  na concentração de 400µM.  

Pode-se notar a condensação do material genético, alterações na forma do núcleo (cabeça da seta), 

vacuolização (V) um pouco mais acentuada embora se note mitocôndrias e vesículas de secreção de 

aspecto normal. 

 

CisPt 400µM H460 - 8h  

  

   

 

Figura 38. Células H460 após 8 horas de incubação, tratadas com CisPt  na concentração de 400µM.  

Observa-se uma maior vacuolização (V) e alteração da morfologia nuclear (cabeça da seta), com a 

cromatina bastante condensada. Mitocôndria, elementos de retículo apresentam-se com aspecto 

normal. Uma menor densidade dos grânulos de glicogênio (G), também pôde ser observada. 
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CisPt 400µM H460 - 12h  

 

  

  

 

 

 

 

 

Figura 39. Células H460 após 12 horas de incubação, tratadas com CisPt na concentração de 

400µM. Aumento do número de vacúolos citoplasmáticos (V), alterações na morfologia nuclear e 

condensação da cromatina, além da presença de uma rede de elementos tubulares no citoplasma 

(seta fina) também foram observados. 
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5.7. Avaliação do ciclo celular (Sub-G1) por citometria de fluxo  

 

A citometria de fluxo também é utilizada para identificação da distribuição 

das células durante as fases do ciclo celular. As fases são distinguidas, a partir do 

conteúdo do DNA, em fase G1 (crescimento 1), S (síntese) e G2/M. As fases G2 

(crescimento 2) e M (mitose) do ciclo celular aparecem na mesma região do 

histograma por possuírem conteúdo de DNA semelhante (Nunez, 2001). Nos 

estágios tardios da apoptose o DNA é clivado por endonucleases em fragmentos de 

200 pb ou múltiplos. O processamento das amostras, como descrito no item 4.9, 

remove o DNA fragmentado e as células com baixo conteúdo de DNA aparecem na 

região Sub-G1 do histograma (Gong et al., 1994). A presença da população celular 

nesta fase do ciclo pode ser considerado como um indicativo de morte celular por 

apoptose. 

As células foram tratadas nas concentrações de 25 e 50μM com o composto 

Cuα e 200 e 400μM com a Cisplatina por um período de 24 horas. Na figura 12 

estão apresentados, os histogramas com porcentagem de distribuição das células 

H460 de acordo com a fase do ciclo celular. A porcentagem de células do controle 

(não tratadas) na região de sub-G1 foi de apenas 5,10%. 

Pode-se observar nos histogramas referentes ao tratamento, que o 

composto Cuα promoveu um deslocamento considerável da população de células 

neoplásicas para a fase sub-G1 do ciclo celular na linhagem testada, apresentando 

valores de 12,58% e 32,14% nas concentrações de 25 e 50μM, respectivamente. A 

cisplatina foi usada concentrações de 200 e 400μM, e apresentou 48,60% e 46,70% 

de sua população em sub-G1. Esses conjunto de dados sugerem que o composto 

Cuα pode atuar por um mecanismo de ação distinto da cisplatina. 

 

 

 

 

 

 

 

 



88 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Histogramas referentes à análise do ciclo celular da linhagem H460, por citometria de 

fluxo, incubadas com o composto Cuα e a cisplatina. As células foram tratadas por 24 horas com as 

concentrações equivalentes a 1X IC50 e 2X IC50. 
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5.8. Avaliação de ativação de caspase 12 por citometria de fluxo 

 

A ativação de caspases desempenha um papel central na apoptose. O 

CaspGLOW TM Fluorescein Caspase-12 Staining Kit (BioVision), proporciona um 

meio conveniente para detecção sensível de caspase 12 ativada em células vivas. O 

marcador FITC-ATAD-FMK é permeável as células, não tóxico, e liga-se 

irreversivelmente à caspase 12 ativada em células apoptóticas, podendo ser 

quantificada por citometria de fluxo. 

Os valores obtidos indicam que houve um aumento significativo na atividade 

da enzima caspase 12 nas células tratadas com 0,5X IC50 (12,5μM) e 1X IC50 

(25μM), com o composto Cuα e 100 e 200μM com a Cisplatina no tempo de 18 

horas de incubação. Na figura 13 estão apresentados os histogramas com 

porcentagem de distribuição das células H460 de acordo com detecção de ativação 

de caspase 12. 

A caspase 12 é expressa nas células quando o reticulo endoplasmático se 

apresenta em estado de estresse (Wong, 2010). Durante o estresse celular, a 

caspase 12 é ativada por fatores pró-apoptóticos por meio da clivagem e ativação 

das caspases efetoras (Sinha et al., 2013). Quando comparadas, as porcentagens 

de células expressando caspase no controle e no controle a que foi adicionado o 

inibidor de caspase foram de apenas 6,70% e 0,19%, respectivamente. As células 

tratadas com o composto Cuα nas concentrações de 12,5 e 25μM, apresentaram 

valores de ativação de caspase de 69,68% e 95,93%. A cisplatina usada nas 

concentrações de 100μM e 200μM apresentou valores de ativação de 43,47% e 

59,80% (Figura 13). Tais resultados demonstram que o Cuα tem um potencial de 

ação e ativação da caspase 12 significativamente maior do que a cisplatina.  
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Figura 41. Histogramas referentes à detecção da ativação de caspase 12 da linhagem H460, por 

citometria de fluxo, incubadas com o composto Cuα e a cisplatina. As células foram tratadas por 18 

horas com as concentrações equivalentes a 0,5X IC50 e 1X IC50. 
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6. DISCUSSÃO 

 

O elevado índice mundial de mortalidade causada pelo câncer tem 

ocasionado uma intensa busca por novos agentes com atividade antineoplásica por 

parte da indústria farmacêutica e instituições de pesquisa. Fármacos que promovam 

um tratamento mais eficaz e com efeitos colaterais menos severos que os 

apresentados pelos uso clínico atualmente, são fortes candidatos a agentes 

tumorais. 

Baseados em estudos prévios do grupo de pesquisa em Química 

Bioinorgânica da Universidade Estadual do Norte Fluminense que vem testando 

compostos de cobre, ferro, zinco, cobalto, gálio e platina complexados a ligantes 

híbridos, o composto de cobre em estudo foi previamente selecionado devido ao seu 

potencial inibitório, exibindo atividade antineoplásica tanto in vitro (Fernandes et al., 

2015; Morcelli et al., 2015) como também in vivo (Patente 23/05/12-PI 

1020140173397-8), indicando a necessidade de um estudo mais detalhado do 

mecanismo de ação desse composto.  

Neste trabalho, foram testados os efeitos citotóxicos do composto de 

coordenação de cobre (Cuα) e da cisplatina, fármaco convencional utilizado no 

tratamento deste e em outros tipos de câncer. Para verificar a citotoxicidade deste 

composto realizamos ensaio comparativo de MTT (Tabela 1). Esses dados 

demonstram que o composto de coordenação de cobre foi citotóxico contra todas as 

linhagens cancerígenas humanas, U937 (linfoma histiocítico), THP-1 (leucemia 

monocítica aguda), Molt-4 (leucemia linfoide aguda), Colo 205 (adenocarcinoma 

colorretal) e H460 (carcinoma de pulmão). A IC50 desse composto para a linhagem 

H460 foi de 26,52 ±1,1µM, ao passo que a cisplatina apresentou uma atividade 

média a 203,0 ±1,2µM, o que demonstra que é necessária uma dose 

aproximadamente 7 vezes maior da cisplatina para induzir citotoxicidade em 50% 

das células tratadas. Dentre as linhagens celulares testadas, a linhagem H460 foi a 

que demonstrou uma maior resistência à cisplatina, sendo por isso selecionada a fim 

de compararmos a atividade de ambos compostos. Sendo assim, foram realizados 

testes comparativos, quantitativos e qualitativos para a investigação dos 

mecanismos fisiológicos relacionados à citotoxicidade desse composto.  
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Além de serem seletivas atuando sobre as células tumorais, é necessário 

que as drogas antineoplásicas não induzam morte celular por necrose. Estudos 

patológicos indicam que um processo de necrose superior a 5% das células totais de 

um organismo geram reações inflamatórias incompatíveis com a vida (KUMAR et al., 

2005). Portanto, promover apoptose sem ou com a liberação de poucos mediadores 

pró-inflamatórios é um aspecto importante na identificação de uma droga 

antineoplásica. 

O iodeto de propídio (PI) é um intercalante do DNA muito utilizado como 

marcador fluorescente por ser estável e de baixo custo (Rieger et al., 2011). O PI só 

é capaz de entrar na célula e se intercalar no DNA se a membrana plasmática 

estiver rompida, o que vai evidenciar o processo de necrose primária ou apoptose 

tardia (necrose secundária ou apoptose-necrose).  

A anexina V tem sido amplamente utilizada como um marcador para 

determinar quantitativamente a porcentagem de células dentro de uma população 

que podem ativamente sofrer apoptose (Van Engeland et al., 1998; Leite et al., 

2000). Os valores obtidos neste trabalho mostram que 43,98% (sendo 25,88% em 

apoptose primária e 18,10% em apoptose tardia) e quase 98% das células H460 

tratadas por 24 horas com 25 e 50µM do composto de cobre estavam em processo 

de morte celular por apoptose tardia, respectivamente. As taxas de necrose não 

excederam os 2% para as duas concentrações testadas mesmo após 24 horas de 

incubação. Na concentração de 50µM, as células já estavam em processo tardio de 

apoptose, o que nos leva a pensar que doses maiores que esta podem ser citotóxico 

levando à morte celular por necrose (Figura 7 - C). A cisplatina foi capaz de induzir, 

20,92% e 68,38% de apoptose primária. Esses dados preliminares sugerem que o 

composto Cuα pode atuar por um mecanismo de ação distinto da cisplatina, 

demonstrando o potencial citotóxico do composto de cobre, como um agente indutor 

do processo apoptótico. 

Outros compostos metálicos parecem induzir a apoptose por mecanismos 

diversos do disparado pela Cisplatina. Por exemplo, em um estudo realizado por Ang 

e colaboradores (2011), foi demonstrado que as propriedades farmacológicas de 

complexos mono-funcionais de Ru (II), que em geral têm sido atribuídas 

principalmente à sua reatividade com ácidos nucleicos que conduzem à morte 

celular, interagindo de um modo diferenciado, em comparação com a cisplatina. O 
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composto denominado RAPTA [η 6 -arene)Ru(PTA)X 2] (PTA = 1,3,5-triaza-7-

phosphaadamantane, X = halide) ), parece funcionar em outros alvos moleculares 

além do DNA, o que implica um modo de ação bioquímico diferente dos clássicos 

fármacos anticancerígenos de platina. Os autores demonstraram as propriedades 

anti-metastásicas e baixa toxicidade do composto de coordenação RAPTA, onde 

sugerem, que é provável que o mecanismo de ação deste complexo pode envolver 

interações com proteínas intracelulares ou mesmo extracelulares, o que pode 

também estar ocorrendo com o complexo de coordenação Cuα. 

A manutenção do potencial de membrana mitocondrial é um evento 

importante para a viabilidade celular. É através deste potencial que são geradas a 

maioria das moléculas de ATP, necessárias para a manutenção das funções básicas 

das células (Perry et al., 2011).  

Vários estudos têm demonstrado que a despolarização do potencial de 

membrana é um passo importante na indução da apoptose pela via mitocondrial, 

pondo em evidência o retículo endoplasmatico como uma chave sinalizadora dessa 

organela para a regulação da apoptose, sugerindo que o RE tenha um importante 

papel no controle de esgotamento ou alterações nos sistemas de transporte de Ca2+, 

que pode ser vinculados diretamente à ativação de caspases (Breckenridge et al., 

2003; Andrews et al., 2004; Yu et al., 2007). Os dados apresentados neste trabalho 

demonstram, que o composto de coordenação de cobre frente a linhagem de 

carcinoma pulmonar H460 comprometeu o potencial de membrana mitocondrial de 

maneira significativa, sendo capaz de reduzir o potencial de ação da membrana 

mitocondrial em quase 85% (Figura 7 - C), tendo se mostrado mais eficaz do que a 

cisplatina, que nas mesmas condições reduziu o PMM em apenas 50,20% (Figura 7 

- E). O presente resultado sugere que o composto de coordenação em estudo induz 

apoptose com participação dependente de mitocôndria mediado pela via intrínseca 

(mitocondrial). Esses dados corroboram com as análises morfológicas de 

microscopia de fluorescência que após 12 horas de tratamento com o composto Cuα 

(Figuras 10 e 11), apresentam uma maior dispersão das mitocôndrias pelo 

citoplasma. A microscopia eletrônica mostra mitocôndrias alteradas, com conteúdo 

eletronlucente, sugerindo uma possível participação dessa organela no processo 

apoptótico (Cubero et al., 1999; Bush et al., 2001; Anto et al., 2002; Hussain et al., 

2006; Wu et al., 2010). 
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A utilização de cátions lipofílicos deslocalizados (CLD) que se acumulam 

seletivamente em mitocôndrias de células tumorais tem sido descrita na literatura 

como uma das estratégias para vencer à resistência a drogas e a falta de 

seletividade em células tumorais (Casini et al., 2014). Ott e colaboradores (2011) 

avaliaram a absorção celular, bem como a biodistribuição de uma série de 

complexos de Au (I) por espectroscopia de absorção atômica. De acordo com os 

resultados, a acumulação mitocondrial seletiva nas células cancerígenas, mas não 

nas células normais do composto de coordenação lipofílico catiônico, 

triphenylphosphine- [1,3-diethylbenzimidazol-2-ilideno] ouro (I) pode estar 

relacionado com a sua elevada absorção celular e maior carácter lipofílico catiônico, 

dentre dos derivados testados, fornecendo uma nova estratégia para o 

desenvolvimento de agentes quimioterapêuticos tendo como alvo principal as 

mitocôndrias. É interessante observar que nesse caso os compostos têm uma 

acumulação preferencial em células neoplásicas, o que indicam uma seletividade 

determinada na sua forma de ação. 

As análises de microscopia de fluorescência, utilizando os marcadores para 

núcleo (Hoechst 33342®), mitocôndria (Mito Tracker®) e retículo endoplasmático 

(ER-tracker®), demonstram que o tratamento com o composto de cobre promove 

alterações morfológicas significativas de apoptose em células de carcinoma de 

pulmão H460. A condensação de cromatina, acompanhada de fragmentação nuclear 

estão entre as características morfológicas mais marcantes do processo de morte 

por apoptose e que podem ser observados nas células em apoptose por testes de 

microscopia de fluorescência (Leite et al., 2000; Cho & Choi, 2002; Edinger & 

Thompson, 2004; Polo et al.,2005).  

 Após 12 horas de tratamento (Figuras 10 e 11), a microscopia de 

fluorescência mostra uma maior dispersão mitocondrial pelo citoplasma e uma 

fluorescência mais intensa do núcleo, evidenciando o processo de condensação da 

cromatina acompanhada de fragmentação de DNA. Estas são características 

morfológicas marcantes do processo de morte por apoptose e que foram observadas 

neste trabalho. Esses resultados mostram-se de suma importância em demonstrar 

que o composto de Cuα induz um processo apoptótico nessas células, sendo que a 

indução deste mecanismo de morte é o mais indicado para compostos candidatos a 

novos fármacos antineoplásicos (Tan et al., 2009). 
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As células podem ser classificadas quanto a sua distribuição nas fases do 

ciclo celular a partir do conteúdo de DNA detectado. A região sub-G1 do histograma 

apresenta células com conteúdo reduzido de DNA devido a fragmentação causada 

pela ação de endonucleases que são ativadas nos estágios finais da apoptose 

(Nunez, 2001). O efeito no ciclo celular observado neste estudo demonstra que o 

composto Cuα é capaz de promover o deslocamento da população celular para o 

pico sub-G1 na linhagem testada (Figuras 40 - B e C). Estes dados sugerem que o 

composto de coordenação de cobre exerce efeito citotóxico através da indução de 

morte celular por apoptose, nas células H460. No tratamento com a concentração de 

50µm do composto de cobre por 24 horas foi verificado 32,14% (Figura 40 - B), da 

população celular na região Sub-G1. Uma vez que a Cisplatina induziu 46,70% de 

sua população em sub-G1, a hipótese que o composto Cuα pode atuar por um 

mecanismo de ação distinto da cisplatina é consistente. 

 Os resultados deste experimento corroboram com as observações feitas por 

microscopia de fluorescência, anexina V, perda do potencial mitocondrial, 

microscopia eletrônica de transmissão e varredura que demonstraram eventos 

característicos de morte celular por apoptose.  

As caspases são as enzimas iniciadoras e efetoras da apoptose. Quando 

ativadas, clivam substratos intracelulares, conferindo às células a característica 

morfológica do processo apoptótico. A ativação destas caspases pode ser 

deflagrada por estímulos externos através de receptores específicos da superfície 

celular ou por estímulos internos de estresse intracelular que promovem lesão do 

DNA celular, perturbações no ciclo celular e nas vias metabólicas (Berke, 1995; Van 

Engeland et al., 1998; FadeeL et al., 1999; Ghobrial et al., 2005). Por exemplo, 

estresse de retículo endoplasmático e reações inflamatórias promovem a ativação 

das caspases 4 e 12 (Nakagawa et al., 2000; Hitomi et al., 2004; Wong, 2010).  

A proteína caspase 12 inativa é localizada na face citosólica do retículo 

endoplasmático, sendo sua ativação e super expressão associada ao estresse desta 

organela. Esse processo pode resultar na ativação de várias caspases levando ao 

processo apoptótico de morte celular (Sinha et al., 2013). Neste contexto os 

resultados obtidos neste trabalho são promissores, pois pode-se observar que as 

células H460 tratadas com o composto de cobre nas concentrações de 12,5 e 25μM, 

apresentaram resultados de 69,68% e 95,93% (Figuras 41 – C e D) de ativação da 
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caspase 12 respectivamente, promovendo sua super expressão já na menor 

concentração testada.  Esse resultado mostrou uma maior atividade do composto 

Cuα do que a cisplatina, que nas mesmas condições apresentou valores de 43,47% 

e 59,80% (Figura 41 – E e F).  

Uma grande dúvida que sempre permeia a maioria dos trabalhos que 

envolvem a ação de compostos químicos sobre células é o alvo desta ação. 

Buscando dirimir tais dúvidas a microscopia eletrônica de varredura (MEV) e de 

transmissão (MET) foram utilizadas para detectar alterações morfológicas e 

ultraestruturais pelo composto de coordenação de cobre frente à linhagem de 

células de câncer de pulmão H460. Tanto a MET quanto a MEV, aliados a outros 

estudos investigativos do processo de morte celular são ferramentas importantes no 

estabelecimento do mecanismo de morte celular, o qual se distingue, de forma geral 

em apoptose ou necrose. 

Dados de microscopia eletrônica de transmissão, onde foi observado um 

alargamento do retículo endoplasmático, sugerem que esta organela pode participar 

do processo de morte celular induzido pelo composto de coordenação de cobre, 

disparado provavelmente pela via intrínseca (mitocondrial), amplificado o sinal 

apoptótico. Foi observado também alterações ultraestruturais na mitocôndria, que 

nas células tratadas, apresentou esvaziamento da matriz mitocondrial, aumento de 

tamanho, degeneração e aparente autólise de algumas mitocôndrias. Por 

microscopia de fluorescência, observamos um maior espalhamento da mitocôndria, 

ao contrário do controle, onde a mitocôndria, ficou localizada mais próxima ao 

núcleo, o que também foi observado em células tratadas por cisplatina, que segundo 

a literatura tem o seu efeito principal junto ao DNA da célula (Johnson et al., 2001; 

Oliveira & Alves, 2002; Desoize, 2007; Neves et al, 2011; Dasari et al, 2014). No 

entanto, se faz necessário a realização de experimentos com outras caspases para 

melhor elucidar a via de atuação intrínseca ou extrínseca de morte celular, 

confirmando a indução de apoptose pelo composto de coordenação de cobre.   

Dentre os substratos clivados pelas caspases, encontram-se a actina, um 

componente do citoesqueleto que quando clivado torna a célula picnótica e 

desestabiliza a membrana plasmática, surgindo saliências denominadas de blebbing 

de membrana (Mignotte & Vayssiere, 2001; Coleman et al., 2001; Mayer e 

Oberbauer, 2003; Kumar et al., 2005; Elmore, 2007). Neste trabalho observamos a 
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formação de núcleo picnótico e blebbing de membrana tanto em células tratadas 

com cisplatina (Figura 13 – E e G) - o que já é caracterizado pela literatura (Fillastre 

& Raguénez, 1989; Gonzalez et al, 2001; Xu et al, 2012; Dasari et al., 2014), como 

nas células tratadas com o composto Cuα, observados em microscopia eletrônica de 

transmissão e varredura (Figuras 28 e 32) e fluorescência (Figura 11-A).  

Na microscopia eletrônica de transmissão das células controle as 

mitocôndrias aparecem com o conteúdo eletrondenso e sem nenhuma deformação 

em suas membranas (Figura 27), o que também foi observado nas células tratadas 

com cisplatina (Figuras 34, 35 e 36). Também é possível ver o reticulo 

endoplasmático intacto tanto em células controle quanto nas tratadas com cisplatina, 

havendo alterações apenas em células incubadas com maiores concentrações e em 

maiores intervalos de tempo (Figuras 38 e 39). O composto de coordenação de 

cobre, por sua vez, induziu alterações morfológicas tais como, condensação e 

segregação da cromatina na periferia do núcleo, má preservação de matriz 

citoplasmática e vacuolização já nas primeiras horas de incubação com o composto 

em estudo (Figuras 29 e 30). Em células tratadas nas maiores concentrações, 

evidenciam-se mitocôndrias alteradas com matriz mitocondrial elentronlucente, 

dilatação do reticulo endoplasmático, sugerindo novamente a possível participação 

dessa organela no processo apoptótico e aumento de vacúolos citoplasmáticos com 

características de autofagia (Figuras 31, 32 e 33). Resultados semelhantes foram 

descritos também por alguns autores como vacuolização autofágica, indicando que 

tanto autofagia quanto a apoptose fazem parte da morte celular programada e que 

ambos poderiam estar relacionados (Cho & Choi, 2002; Edinger & Thompson, 2004; 

Boya et al., 2005; Polo et al., 2005).  

As análises por microscopia eletrônica de varredura demonstraram 

alterações morfológicas significativas na estrutura da membrana plasmática das 

células H460 tratadas com o composto de cobre. No grupo controle (Figura 14), 

verifica-se a organização morfológica típica, como a presença de microvilosidades 

(projeções citoplasmáticas) e filopódios destas células, geralmente associados à sua 

capacidade migratória e invasiva (Kosaki et al., 2000; Basbaum et al., 2004). Tal 

aspecto também foi encontrado, com poucas alterações, em células tratadas com 

cisplatina (Figuras 21, 22 e 23). No entanto, em células tratadas com o composto 

Cuα ocorre o desaparecimento das microvilosidades, bem como a diminuição do 
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número de filopódios e o surgimento de estruturas semelhantes a estes, porém 

bastante alongadas, o que possivelmente pode resultar em perda de adesão à 

matriz (Figuras 18, 19 e 20), muito embora sejam necessários outros experimentos 

para comprovar essa hipótese. Dados da literatura relatam que mudanças 

semelhantes ocorridas na membrana plasmática são responsáveis pela formação 

dos corpos apoptóticos com produtos de degradação nuclear, que in vivo, são 

fagocitados pelos macrófagos teciduais (Hacker, 2000; Freitas et al., 2008).  

Num estudo realizado por Charpentier e Martin (2013), foi demonstrado que 

as características responsáveis pela invasividade e malignidade das células de 

carcinoma mamário podem estar associadas com um citoesqueleto mais flexível e 

com resistência à anoikis, que é um tipo de morte celular programada induzida pelo 

desprendimento de células da matriz extracelular. Estas células possuem extensões 

na membrana plasmática baseadas em tubulina, denominados de “microtentáculos”, 

o que ajuda na reinserção, aumentando a eficiência metastásica. É possível que o 

composto de Cuα esteja interferindo na dinâmica do sistema actina-miosina, 

desestruturando os “microtentáculos” na adesão celular à matriz em células H460, 

embora novos estudos sejam necessários para a melhor compreensão da biologia 

dessas células.  

Os dados obtidos demonstram o potencial citotóxico do composto em 

estudo, evidenciando que o composto Cuα possui efeitos inibitórios, interrompendo a 

proliferação e mobilidade das células tumorais, um processo considerado 

fundamental para a malignidade do câncer, (Mojzis et al., 2008; Grupta et al., 2010).   

Pesquisas mostram que complexos contendo cobre(II) estão em crescente 

desenvolvimento na pesquisa de novos agentes quimioterápicos (Li et al., 2014; 

Shao et al., 2014; Tan et al., 2014; Dhivya et al., 2015; Qiu et al., 2015). 

Recentemente Qiu e colaboradores (2015), demonstraram o efeito citotóxico do 

complexo de coordenação de cobre(II) [Cu(IPrDP)2].3H2O frente a cinco linhagens 

tumorais humanas U2OS (osteossarcoma), A549 (pulmão), HCT116 (cólon), MDA-

MB-231 (mama) e HepG2 (fígado), exibindo efeito citotóxico promissor e comparável 

a cisplatina contra a linhagem de câncer de cólon HCT116. Em seus estudos pode-

se observar alterações típicas de células apoptóticas, como diminuição do volume 

celular e formação de blebbing na membrana citoplasmática, além da significativa 

diminuição da densidade celular, indicando que o complexo [Cu(IPrDP)2].3H2O induz 
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a morte celular por apoptose e inibe a proliferação das cinco linhagens tumorais 

estudadas. 

O grupo de pesquisa em Química Bioinorgânica da Universidade Estadual 

do Norte Fluminense vem estudando uma grande variedade de compostos metálicos 

com o objetivo de selecionar aquele(s) composto(s) que, numa dose mínima não 

tóxica, apresentem propriedades terapêuticas que permitam o seu uso como 

fármacos.  

Borges (2008) demonstrou que um composto mononuclear e dois compostos 

binucleares de ferro complexados ao ligante N,N-bis-(piridil-(2-il-metil)[(3-cloro)(2-

hidroxi)]propilamina) (HPClNOL) possuem atividade antineoplásica com indução de 

apoptose em cinco linhagens de células leucêmicas in vitro (Borges, 2008). Em 2013 

avaliou também que vários compostos, entre eles o composto de cobre Cuα em 

estudo, foi capaz de diminuir a viabilidade de linhagens neoplásicas de leucêmia e 

melanoma de maneira concentração-dependente. Esse composto demonstrou 

ainda, in vivo, ser menos tóxico do que a cisplatina para camundongos C57BL/6. A 

dose letal mediana (DL50) foi de 55 mg/kg para o composto Cuα contra 6,6 mg/kg da 

cisplatina (Borges, 2013).  

Freitas (2014), evidenciou in vivo a ação do composto em estudo nesta 

dissertação [Cu(L1)Cl]Cl.2H2O Cuα, no tratamento de lesões cancerígenas em 

modelos murinos de câncer. O complexo apresentou baixa toxicidade em 

camundongos, com redução de 6,25% da massa corporal quando administrado em 

múltiplas doses de 50% da DL50. Este complexo demonstrou notável potencial 

antineoplásico com resultados preliminares promissores no tratamento de lesões 

cancerígenas de células B16-F10 (melanoma metastático murino da linhagem 

C57/BL6), SK-MEL-5 (melanoma metastático humano) e reduzindo de maneira 

significativa a lesão da linhagem H460 (carcinoma de pulmão de grades células), 

sendo as massas das lesões extraídas para os grupos controle negativo, cisplatina e 

Cuα de 0,850±0,166g, 0,409±0,047g e 0,442±0,122g, respectivamente.  

A comparação entre os valores das massas tumorais médias permite afirmar 

que a massa do grupo controle foi 2,07 vezes maior que a do grupo tratado com 

cisplatina e 1,81 vezes maior que a do grupo tratado com o complexo de cobre. 
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Os dados acima mencionados demonstram que o composto Cuα é bastante 

promissor quando comparado ao quimioterápico Cisplatina frente às células de 

carcinoma de pulmão humanas da linhagem NCI-H460, reduzindo de maneira 

significativa a viabilidade celular. Entretanto, estudos multidisciplinares futuros serão 

necessários para estudar a interação destes compostos com moléculas biológicas 

relevantes, o seu transporte no organismo e as suas propriedades terapêuticas, ou 

seja, interpretar o seu modo de ação farmacológico no intuito de elucidar melhor os 

mecanismos envolvidos. 
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7. CONCLUSÃO 

 

 O ensaio de viabilidade celular (MTT) mostrou que o composto de 

coordenação de cobre foi citotóxico contra todas as linhagens neoplásicas 

estudadas: U937 (linfoma histiocítico), THP-1 (leucemia monocítica aguda), 

Molt-4 (leucemia linfoide aguda), Colo 205 (adenocarcinoma colorretal) e 

H460 (carcinoma de pulmão). 

 
 Os resultados de microscopia de fluorescência, marcação com Anexina V e PI 

e avaliação do ciclo celular (Sub-G1) demonstraram que o composto Cuα 

induz morte celular por apoptose na linhagem de carcinoma de pulmão NCI-

H460. 

 

 As alterações morfológicas e ultraestruturais, redução do potencial de 

membrana mitocondrial e aumento da ativação da caspase 12, sugerem que 

o composto Cuα apresenta potencial antineoplásico pela indução de apoptose 

com comprometimento mitocondrial, e, possível participação do retículo 

endoplasmático neste processo. 

 

 De acordo com os resultados obtidos, é consistente a hipótese de que o 

composto de coordenação de cobre apresenta relevante índice terapêutico 

para ação antineoplásica e se mostra como um candidato promissor para um 

futuro metalofármaco, entretanto se faz necessário estudo mais aprofundados 

para melhor elucidar o mecanismo de ação do composto Cuα. 
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