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RESUMO

O céancer € uma doenca crénico-degenerativa que se apresenta como um desafio
para a saude publica mundial. Embora avancos terapéuticos tenham sido
alcancados, alguns tipos de cancer ainda apresentam altas taxas de mortalidade.
Esses fatores impulsionam a pesquisa por novos farmacos antineoplasicos. Este
trabalho investigou a citotoxicidade in vitro de trés novos complexos de cobre (ll)
[Cuy(Salandia)Cl;], [Cux(Salandif)Cl,]<2H,O e [Cu(BPAH)H,O]Cl,, contra varias
linhagens de células cancerigenas. Os dois primeiros complexos foram avaliados
quanto a inducdo de apoptose na linhagem de céncer pancreatico BxPC-3. O
complexo 1 foi testado por técnicas quantitativas e qualitativas adicionais quanto a
inducdo de apoptose in vitro, além do potencial antineoplasico in vivo frente a
células BxPC-3. Os resultados indicam que esses complexos, principalmente o (1)
e 0 (2), apresentam atividade citotoxica proeminente contra as células
cancerigenas testadas, sendo que o complexo 1 foi marcadamente mais eficaz do
que a cisplatina sobre 12 linhagens cancerigenas. Os trés complexos atuam
seletivamente sobre a maioria das linhagens neoplasicas testadas. O mecanismo
de acédo promovido pelos complexos 1 e 2 sugerem a indugdo de apoptose,
devido ao padrdo de fragmentacdo do DNA celular detectado em citometria de
fluxo. O complexo 1 promoveu também a perda do potencial de membrana
mitocondrial, a ativacdo de caspases e alteracfes morfoldgicas e ultraestruturais
tipicas de apoptose. Além disso, o pré-tratamento de células BxPC-3 com o
antioxidante NAC potencializa a atividade citotéxica e a capacidade de induzir
apoptose do complexo 1. Em ensaio com camundongos Balb/c nude in vivo, o
complexo 1 mostrou um excelente perfil de seguranca, sendo quase dez vezes
menos toxico do que a cisplatina. Este complexo demonstrou, ainda, uma notavel
supresséao do crescimento tumoral em lesdes heterotdpicas de células BxPC-3 em
camundongos Balb/c nude, tanto em comparacdo com tratamento com a
cisplatina, quanto com animais néo tratados. Tais resultados ressaltam que 0s
complexos 1 e 2 tém potenciais como agentes antineoplasicos, especialmente, o

complexo 1 que emerge como um quimioterapico promissor.

Palavras-chave: Complexos de cobre (Il). Citotoxicidade. Apoptose. Cancer

pancreatico.
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ABSTRACT

Cancer is a chronic-degenerative disease that presents itself as a challenge for
public health worldwide. Although therapeutic advances have been achieved,
some types of cancer still have high mortality rates. These factors drive the search
for new antineoplastic drugs. This work investigated the cytotoxicity in vitro of
three new copper (II) complexes [Cuy(Salandia)Cl;], [Cux(Salandif)Cl,]+2H,O and
[Cu(BPAH)H20I]CI,, against several cancer cell lines. The first two complexes
were evaluated for the induction of apoptosis in the pancreatic cancer line BxPC-3.
Complex 1 was tested by additional quantitative and qualitative techniques for
inducing apoptosis in vitro, in addition to the antineoplastic potential in vivo against
BxPC-3 cells. The results indicate that these complexes, mainly (1) and (2), show
prominent cytotoxic activity against the cancer cells tested, with complex 1 being
markedly more effective than cisplatin on 12 cancer lines. The three complexes
act selectively on most of the tested neoplastic lines. The mechanism of action
promoted by complexes 1 and 2 suggests the induction of apoptosis, due to the
fragmentation pattern of cellular DNA detected in flow cytometry. Complex 1 also
promoted loss of mitochondrial membrane potential, activation of caspases and
morphological and ultrastructural changes typical of apoptosis in BXPC-3 cells. In
addition, the pretreatment of BXPC-3 cells with the antioxidant NAC enhanced the
cytotoxic activity and the ability to induce apoptosis of the complex 1. In a trial with
Balb/c nude mice in vivo, complex 1 showed an excellent safety profile, being
almost ten times less toxic than cisplatin. This complex also demonstrated a
remarkable suppression of tumor growth in heterotopic lesions of BxPC-3 cells in
Balb/c nude mice, both in comparison with treatment with cisplatin and with
untreated animals. Such results emphasize that complexes 1 and 2 have potential
as antineoplastic agents, especially complex 1 that emerges as a promising

chemotherapeutic agent.

Keywords: Copper (II) complexes. Cytotoxicity. Apoptosis. Pancreatic cancer.
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1. INTRODUCAO

1.1. CANCER

1.1.1. EPIDEMIOLOGIA

A morbimortalidade do cancer tem um impacto relevante na saude publica
mundial (SIEGEL, MILLER, JEMAL, 2019). Estimativas gerais indicaram que
houve uma incidéncia de 18,1 milhdes de casos de cancer em todo o mundo em
2018, com a ocorréncia de 9,6 milhdes de mortes devido a esta doenga (FERLAY,
et al., 2019).

Embora avancos significativos na terapia contra o cancer tenham sido
alcancados ao longo dos anos, alguns tipos de cancer (pulméo, colorretal,
estbmago, figado, mama e péancreas) ainda apresentam altas taxas de
mortalidade, devido as restrices dos tratamentos utilizados rotineiramente, como
os efeitos colaterais severos, a toxicidade e a resisténcia inerente e adquirida aos
tratamentos (WHO, 2018; MARTINS, et al., 2019).

Estimativas apontam a ocorréncia de 23,6 milhdes de novos diagnosticos
de cancer em todo o mundo a cada ano até 2030, com milhdes de mortes
ocasionadas pela doenca. Esse estudo estd baseado em aspectos
socioeconémicos, demogréaficos e biolégicos da populacdo. Os paises em
desenvolvimento e subdesenvolvidos serdo os mais afetados e com maior
percentual de ébitos ( BRAY, et al., 2012; BARBOSA, et al., 2015).

A divulgagdo de relatérios coordenados pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) e a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer (IARC)
alertam que, se as tendéncias atuais continuarem, havera um aumento mundial
de 60% nos casos de cancer nas duas proximas décadas. Segundo esses
relatorios, os paises de baixa e média renda terdo o maior 6nus com 81% de
novos casos estimados da doencga, pois 0s seus servicos de salude ndo estédo
equipados para prevenir, diagnosticar e tratar canceres (WHO, 2020).

Segundo a OMS, uma ampla gama de interven¢cdes comprovadas para
prevenir novos casos de cancer deve ser destacada. Como, por exemplo, o
controle do uso de tabaco (responsavel por 25% das mortes por cancer) a

vacinacdo contra a hepatite B para prevenir o cancer de figado, a eliminacao do
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cancer do colo do utero pela vacinagdo contra o HPV e a triagem e o tratamento
de cénceres de alta incidéncia. O gerenciamento dessas intervengdes poderia
desonerar o sistema publico de saude e garantir o acesso a cuidados basicos
para a populacao (WHO, 2020).

No Brasil, uma estimativa feita pelo Instituto Nacional de Céancer José
Alencar Gomes da Silva indica que ocorrerdao 625 mil novos casos de cancer a
cada ano do triénio 2020-2022. Os principais fatores de risco para o
desenvolvimento dessa doenca serdo a obesidade, o sedentarismo, o tabagismo
e 0 consumo de bebidas alcodlicas e uma dieta pobre em vegetais. Os tipos de
cancer estimados para serem 0s mais frequentes na populacéo brasileira estdo
apresentados na Figura 1 (INCA, 2020).

Prostata 65.840 29.2% Mama feminina 66.280 29.7%
Célon e Reto 20540 91% Homens Mulheres Colone Reto 20470 92%
Traqueia, Bronquio e Pulmao 17.760 7.9% (2] Colo do utero 16.710 7.5%
Estomago 13360  5.9% a Traqueia, Bronquio e Pulmio 12440  56%
Cavidade Oral 11200 50% B Giandula Tireoide 11950 54%
Esdfago 8690 39% ¢ ‘ Estémago 7870 35%
Bexiga 7500 34% . Ovario 6650 3.0%
Linfoma ndo Hodgkin 6.580 29% ' Corpo do utero 6540 29%
Laringe 6470 29% | Linfoma nao Hodgkin 5450 24%
Leucemias 5920 26% o Sistema Nervoso Central 5220 23%

* Numeros arredondados para muiltiplos de 10
Figura 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados

para 2020 por sexo, exceto pele ndo melanoma*. Fonte: INCA, 2020.

A OMS afirma que nos ultimos 50 anos, houve enormes avancos nas
pesquisas sobre prevencao e tratamento do cancer. No entanto, os paises devem
enfrentar o desafio de selecionar tratamentos que considerem o custo, a
viabilidade e a eficacia. Assim, todos os governos tém a tarefa de escolher as
terapias inovadoras, eficazes e acessiveis, que possam proporcionar beneficios

no combate ao cancer sem causar dificuldades financeiras (WHO, 2020).

1.1.2. CANCEROLOGIA

Céancer é um termo genérico usado para denominar neoplasias malignas.

Essa patologia engloba um conjunto heterogéneo de mais de 200 doencas
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caracterizadas, principalmente, por uma proliferacdo desordenada e
descontrolada de células anormais que crescem além de seus limites usuais. As
células que compdem a massa tumoral possuem variados niveis de diferenciacao,
sendo pouco semelhantes ao tecido de origem. Essas células sdo anaplasicas,
pleomorficas, com ndcleo hipercromatico, e apresentam uma proliferacdo atipica
com potencial invasivo e metastatico. Embora ja se tenha muito conhecimento
sobre a fisiologia da célula cancerigena, as causas biolégicas desse fendtipo
ainda estéo sendo elucidadas (LOPEZ-LAZARO, 2018; SINHA, 2018).

As neoplasias podem ser classificadas com base na origem embrionéaria
dos tecidos dos quais derivam as células neoplasicas ou pelo tipo histolégico
presente na massa tumoral. As neoplasias benignhas sdo denominadas de acordo
com a origem celular adicionada do sufixo OMA. Por exemplo, os tumores
originados no tecido 6sseo, adiposo e muscular, recebem a nomenclatura de
osteoma, lipoma e leiomioma, respectivamente. No entanto, existem neoplasias
malignas denominadas com esse mesmo sufixo, como € o caso dos linfomas
(KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2018).

Por outro lado, a classificacdo das neoplasias malignas é dividida em seis
categorias principais: carcinoma, sarcoma, mieloma, linfoma, leucemia e tipos
mistos. Os tumores denominados carcinomas sao originados de células epiteliais
de revestimento externo e interno, contudo, quando o epitélio de origem é
glandular, esses passam a ser chamados adenocarcinomas. Os sarcomas Sao
tumores originarios dos tecidos conjuntivos como 0ssos, tenddes, cartilagem,
muasculo e gordura. Mieloma é a nomenclatura dada ao cancer originado nos
plasmdcitos da medula éssea. Os canceres derivados de células dos tecidos
linfaticos denominam-se linfomas. S&o chamadas leucemias, 0s canceres que se
desenvolvem no tecido hematopoiético medular, e por fim, a denominacédo de
tipos mistos se refere aos canceres que apresentam categorias histologicas
distintas (ALBERTS, et al., 2010; KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 2018).

A desordem genética que origina o cancer envolve alguns genes cruciais
nos processos de regulacdo do ciclo celular e do processo de morte celular
programada. Os principais grupos de genes responsaveis pelo processo de
cancerogénese sd80 0S proto-oncogenes e 0S genes supressores de tumor
(VOGELSTEIN, KINZLER, 2004; CIVETTA, CIVETTA, 2011).
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Os proto-oncogenes sao responsaveis pelo controle da proliferacéo,
diferenciacao e morte celular. Quando esses genes sdo acometidos por mutagdes
que promovem alteragbes estruturais que comprometem o seu funcionamento
normal, passam a ser denominados oncogenes. Ao assumir esta conformacao
passam a ser constitutivamente ativos e seus produtos protéicos passam a ser
denominados de oncoproteinas. Essas proteinas anormais atuam de forma
descontrolada, o que contribui para o desenvolvimento de neoplasias (CROCE,
2008).

Os genes supressores de tumor estdo associados as vias de supressao do
ciclo celular e metéstase, reparo do DNA e ao processo de morte celular
programada. As mutac¢des, por insercdo, delecdo, mutacdo pontual ou
silenciamento, nesses genes podem alterar a sua estrutura causando a perda da
funcionalidade dos seus produtos génicos. Assim, o controle dos processos de
divisdo e morte celular fica comprometido, favorecendo a proliferacdo de células
anormais, o que contribui para o desenvolvimento do cancer (GUDISEVA, et al.,
2017).

As neoplasias constituidas por células que proliferam lentamente e sao
bem diferenciadas sao originadas pela atividade de oncogenes com mutacdes
gque ndo comprometeram sua funcdo na diferenciacdo celular. Essas massas
tumorais sdo benignas e podem ser removidas por excisdo cirurgica, geralmente,
sem acarretar riscos graves a saude do paciente. Além disso, a auséncia de
potencial invasivo dessas neoplasias faz com que n&o haja recorréncia de
tumores (SINHA, 2018).

As neoplasias malignas compreendem as massas de células cancerigenas
gue possuem alto grau de instabilidade genética, ou seja, sdo muito suscetiveis a
sofrer e acumular mutacbes que resultam em habilidades, tais como:
insensibilidade a inibidores de crescimento; auto-suficiéncia em fatores de
crescimento; evasdo da apoptose; capacidade de divisdo indefinida; angiogénese
sustentada; perfusdo tecidual e potencial metastatico (HANAHAN, WEINBERG,
2011).

O processo metastatico, que consiste na disseminacdo sistémica de
células cancerigenas através da invasao da matriz extracelular e da membrana
basal de vasos sanguineos e linfaticos, dificulta a erradicacdo do cancer. Isso

acontece porque a localizacédo e a extensédo das lesbes metastaticas podem ser
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incompativeis com resseccdes cirdrgicas e radioterapia. Por isso, 0os tumores
resultantes das metéstases s@o responsaveis por cerca de 90% dos Obitos
causados por cancer (CHEN, HANN, WU, 2011; KAWADA, MAKOTO, 2011).

Embora a génese do cancer possa estar relacionada a uma predisposicéo
genética, apenas cerca de 10 % dos casos sdo hereditarios. A doenca também
pode ser decorrente da exposicao repetida a fatores indutores denominados
carcinogenos. Estes podem ser: agentes quimicos e fisicos, infeccdes por
microrganismos, condicfes imunes e/ou hormonais e mutacfes que podem
ocorrer durante o0 metabolismo. Esses fatores promovem o inicio da
carcinogénese atuando juntos ou em sequéncia (SIEBER, HEINIMANN,
TOMLINSON, 2003; TOMASETTI, LI, VOGELSTEIN, 2017).

Entretanto, um estudo realizado por Tomasetti e Vogelstein (2015) atribui a
ocorréncia do cancer a constantes divisées das células normais para a renovacao
e manutencdo da homeostase tecidual. Isto sugere que apenas um ter¢co dos
casos de cancer pode ser atribuido aos fatores ambientais e/ou hereditarios,
enquanto mutacdes genéticas aleatorias, originadas pelo processo de replicacao
do DNA em células tronco normais, seriam responsaveis pelo surgimento da
maioria dos casos da doenca (TOMASETTI, VOGELSTEIN, 2015).

O conhecimento acerca dos fatores que influenciam a génese do cancer
ainda ndo estd completamente elucidado, mas as hip6teses concordam que as
alteracbes genéticas e epigenéticas caracterizam o fenétipo das células
cancerigenas. Algumas dessas alteracdes estdo correlacionadas com falhas na
execucdo dos mecanismos de morte celular (TOMASETTI, VOGELSTEIN, 2015;
LOPEZ-LAZARO, 2018).

1.1.3. MECANISMOS DE MORTE CELULAR E CANCER

A homeostase celular, em algumas circunstancias, entra em desequilibrio e
o processo de morte celular é desencadeado. Essa resposta é fundamental, em
muitas situacdes, ao longo da vida de um organismo. Varios estimulos,
fisiolégicos e patologicos, podem deflagrar a morte celular. Além disso, a
regulacdo do processo de morte celular desempenha um papel crucial sobre o
metabolismo, em resposta a danos no DNA, no desenvolvimento de células de

defesa e na eliminacédo de células potencialmente nocivas, sendo o desequilibrio
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deste processo correlacionado a vérias patologias, incluindo o cancer (OKADA,
MAK, 2004; PEIXOTO, GALVAO, MEDEIROS, 2017).

Recentemente Tang, et al., (2019) publicaram uma revisdo que compilou
uma grande quantidade de informacdes existentes acerca do conhecimento sobre
mecanismos de morte celular. Os autores relataram que, além dos processos de
morte celular que ja sédo bem definidos, um nimero crescente de novas formas de
morte celular regulada ndo-apoptética foram identificadas e estdo cada vez mais
implicadas em vérias patologias humanas. Esses tipos ndo-apoptoticos de morte
celular regulada incluem a necroptose, a piroptose, a ferroptose, a morte celular
entotica, a morte celular netética, o partanatos, a morte celular dependente de
lisossomo, a morte celular dependente de autofagia, a alcaliptose e a oxeiptose.
Entretanto, os mecanismos de morte celular mais conhecidos séo, a necrose, a
autofagia e a apoptose (TANG, et al., 2019).

A necrose é um tipo de morte celular associada com reag¢6es inflamatdrias
locais e/ou sistémicas dependendo da severidade da injuria e da extenséo
tecidual afetada por danos fisicos ou quimicos. Portanto, a necrose pode ser
considerada como um tipo de morte celular nédo fisiologica, causada por fatores
externos. Por outro lado, ela também € considerada uma resposta celular a
insultos graves associados a inflamacao, infeccdo ou isquemia, que geralmente
provocam alteracdes do potencial de membrana, deplecdo de energia celular e
privacdo de nutrientes (GOLSTEIN, KROEMER, 2007). E considerada uma
resposta passiva a injuria celular, sendo referida como morte celular patolégica ou
"acidental" sem controle genético (ALBERTS, et al., 2010). Entretanto, estudos
sugerem que a necrose pode ter algum nivel de regulacdo genética, sem gasto
energético (ZONG, THOMPSON, 2006).

As células necroticas exibem caracteristicas morfolégicas como: aumento
do volume celular e vacuolizagcdo citoplasmatica, agregacdo da cromatina,
degeneracdo de organelas e perda da integridade da membrana plasmética com
consequente ruptura celular. Ap6s o extravasamento da membrana, o contetdo
intracelular liberado induz resposta inflamatéria atraindo células imunitarias
citoliticas que causam dano as células circunvizinhas (PORTUGAL, BATALLER,
MANSILLA, 2009; TAN, et al., 2014).

Alguns tratamentos contra o cancer podem induzir morte celular por

necrose, como por exemplo, a administracdo de alguns farmacos antineoplasicos,
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em determinadas concentracdes, e radioterapia que promovam catastrofe mitética
e consequente morte celular necrética (RICCI, ZONG, 2006). A resposta
inflamatoria induzida por esse tipo de morte pode aumentar a eficacia da
quimioterapia através do recrutamento de células do sistema imune para o
microambiente tumoral. Por outro lado, esta reacdo inflamatéria, se exacerbada,
pode causar injurias severas em tecidos normais adjacentes a massa tumoral,
além de induzir a producdo de mitégenos e citocinas de pré-sobrevivéncia, ativar
vias de sinalizacdo de promocéo de proliferacdo celular, e ainda, favorecer a
ocorréncia de metastases (PORTUGAL, BATALLER, MANSILLA, 2009;
PEIXOTO, GALVAO, MEDEIROS, 2017).

A morte celular autofagica € uma consequéncia de taxas elevadas e
persistentes de autofagia, mecanismo no qual células sofrem autodigestao
parcial. Este tipo de morte tem sido referido como “suicidio celular” por
mecanismo ndo-apoptotico (LOCKSHIN, ZAKERI, 2004). A autofagia consiste
num evento proteolitico intracelular, conservado evolutivamente, que possui
importante funcdo de degradacdo e reciclagem de componentes celulares
desnecessarios ou nao funcionais (SHINTANI, KLIONSKY, 2004; LEVINE,
KROEMER, 2008).

A morte celular autofagica € um mecanismo geneticamente controlado,
classificado como morte celular programada tipo Il, responsavel pelo controle do
equilibrio entre anabolismo e catabolismo favorecendo o desenvolvimento normal
das células (YANG, 2010). Em certas condi¢cGes patolégicas, a persisténcia da
autofagia pode induzir morte celular (LEVINE, KROEMER, 2008).

A autofagia € um processo dinAmico que ocorre normal e continuamente
mesmo ha auséncia de qualquer estresse externo, particular ou promovido
(TSUJIMOTO, SHIMIZU, 2005). No entanto, este processo € acentuadamente
estimulado por condicbes de hipOxia, temperaturas elevadas, e pelas privacdes
nutricionais e hormonais. Nestas condigcbes de estresse, a autofagia atua no
sentido de reciclar e recuperar constituintes basicos para obtencdo de energia até
que as reservas sejam exauridas e a célula entre em faléncia nutricional e
estrutural, deflagrando um processo de morte silencioso, sem ativar resposta
inflamatoria (LEMASTERS, 2005; CHEN, et al., 2014).

A apoptose, morte celular programada do tipo I, € um processo altamente

seletivo e importante, tanto em condi¢des fisioldgicas como patoldgicas. Esta
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modalidade de morte celular ocorre nas mais diversas situagdes, como por
exemplo, na organogénese e hematopoiese normal e patoldgica, no
remodelamento tecidual, na atrofia de Orgdos, na resposta inflamatéria e na
eliminacao de células danificadas por agentes genotoxicos (THOMPSON, 1995;
ELMORE, 2007; WONG, 2011).

A morte celular por apoptose pode ser deflagrada por um programa interno
(controle genético) ou por agentes extracelulares. Existem diversos fatores
indutores de apoptose, tais como: mudanca de osmolaridade, danos genéticos
irreparaveis, condicfes de hipoxia, agentes quimioterapicos, radiacdes ionizantes
e ultravioleta, choque térmico, privacdo de fatores de crescimento e niveis
elevados de espécies reativas de oxigénio (GRIVICICH, REGNER, ROCHA,
2007; TANG, et al., 2019).

As células apoptoéticas apresentam alteracdes morfolégicas e bioquimicas
marcantes. Dentre as caracteristicas morfolégicas que permitem diagnosticar
esse fendtipo, estdo: a contracao celular e condensacéo citoplasmatica (picnose),
a retracdo de pseudopodes, a condensacdo perinuclear da cromatina, a
fragmentacdo nuclear e a formacdo de corpos apoptéticos. As alteracbes
bioguimicas sdo: a externalizacdo de fosfatidilserina na membrana plasmatica, a
fragmentacdo especifica do DNA e a ativacdo de um grupo de proteases
cisteinicas, denominadas caspases (MCCARTHY, EVAN, 1998; XU, et al., 2019).

A ativacdo da apoptose pode ser iniciada por duas vias distintas, a via
extrinseca, mediada por receptores de morte e a via intrinseca mediada pela
mitocondria. No entanto, ambas as vias podem se interligar em um dado
momento, convergindo na fase executora da apoptose (HONG, et al., 2015).

A via extrinseca é ativada por estimulos externos, ou seja, pela via dos
ligantes de morte, tais como: Fas L , fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
linfotoxina-a (LT-a) e os ligantes indutores de apoptose relacionados com TNF
(TRAIL) que reconhecem e se ligam aos seus receptores especificos na
membrana. Estes receptores de morte pertencem a superfamilia de receptores de
fator de necrose tumoral (TNFr) e sédo caracterizados pela presenca de uma
sequéncia de aminoacidos rica em cisteina na porcéo extracelular, denominados
dominio de morte (DD), responsaveis pelo reconhecimento dos seus ligantes
(ELMORE, 2007; HONG, et al., 2015).
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A apoptose pela via extrinseca € iniciada quando ocorre a interagdo entre
ligantes e receptores de morte com a promoc¢éo de uma trimerizagcado dos DDs e
consequente recrutamento de moléculas adaptadoras (FADD) e da procaspase 8
formando um complexo indutor de sinal de apoptose (DISC). Apés a formacéao do
DISC, ocorre a autoclivagem da procaspase 8 que ao ser ativada prossegue a via
apoptoética com a ativacdo da pro-caspase 3. Esta, por sua vez, € uma caspase
efetora que cliva substratos celulares imprescindiveis para a homeostasia celular
além de ativar a endonuclease CAD (caspase-activated DNAse) que transloca-se
para o nuacleo da célula e cliva o DNA em fragmentos oligonucleossomais
determinando a morte celular (ASHKENAZI, DIXIT, 1998; GARCIA, et al., 2012).

Por outro lado, a via apoptotica mitocondrial, ou via intrinseca, é ativada
por estimulos internos, tais como: hipdxia, concentracdes elevadas de Ca®'
citosolico, radiacdo, cinases e inibidores de fosfatases, drogas
quimioterapéuticas, dano genético irreparavel e espécies reativas de oxigénio
(ROS) que séao alguns fatores causadores de estresse celular (ELMORE, 2007).
Nessas condicbes, ocorre um aumento da permeabilidade da membrana
mitocondrial (AWm), promovendo uma alteracdo dos niveis de Ca?" na matriz,
com aumento do volume mitocondrial por osmose, a formagdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e por fim, a liberacdo do citocromo ¢ do espaco
intermembranar. Este pode, entdo, se complexar com as proteinas citosolicas
Apaf-1 e a pro-caspase 9 para formar o apoptossoma. Este complexo formado
promove a ativacao da caspase 9 que, por sua vez, cliva as pro-caspases 3,6 e 7
ativando-as. Uma vez ativas, estas proteases iniciam a fase efetora da apoptose
através da clivagem de proteinas funcionais e estruturais da célula e ativagédo de
endonucleases, levando a célula a morte (FISCHER, SCHULZE-OSTHOFF, 2005;
PEIXOTO, GALVAO, MEDEIROS, 2017).

A apoptose é finamente regulada em todas as suas etapas, incluindo os
estagios de iniciacdo, cascata de sinalizagdo e execucdo. Assim, mutagdes que
alterem a expressdo de genes que codificam proteinas indispensaveis para o
funcionamento normal da maquinaria enzimatica do evento apoptético, podem
fornecer as células neoplasicas uma vantagem intrinseca de sobrevivéncia e uma
inerente resisténcia aos farmacos quimioterapicos (TAN, et al., 2009). Deste
modo, farmacos ou estratégias de tratamento que possam restaurar essas vias de

sinalizacdo possuem potencial para eliminar neoplasias (TAN, et al., 2014).
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Geralmente, células neoplédsicas apresentam mutacdes que afetaram
alguns niveis da cascata apoptotica. Alguns mecanismos utilizados para evasao
da apoptose sao: desequilibrio entre os niveis de proteinas pré e anti-apoptoticas,
diminuicdo da funcdo de caspases e alteracfes nas vias de sinalizacdo de
receptores de morte (WONG, 2011).

A execucdo fisiologicamente anormal da apoptose esta associada a
processos patolégicos, como doencas infecciosas, neurodegenarativas,
autoimunes e neoplasicas. Desse modo, 0 mecanismo apoptotico constitui-se
uma importante estratégia terapéutica na pratica clinica em varias condi¢cdes
patologicas. Por conseguinte, a compreensdo dos mecanismos moleculares que
regem as vias da morte celular apoptética € condicdo indispensavel no
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de varias doencas,
incluindo o cancer (WONG, 2011; TANG, et al., 2019).
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Figura 2. Representacdo esquematica das caracteristicas morfolégicas de apoptose,

autofagia e necrose (Modificado de Tan, et al., 2014).

1.1.4. TRATAMENTOS ANTINEOPLASICOS

Os principais tratamentos antineoplasicos usados rotineiramente incluem: a

cirurgia, a radioterapia e a quimioterapia. No entanto, existem outras modalidades
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mais especificas de tratamentos como a imunoterapia, as terapias fotodinamica e
hormonal, os transplantes de medula éssea entre outros (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2016).

O procedimento cirdrgico consiste na ressec¢cdo do tumor, quando a
localizacdo do mesmo é anatomicamente favoravel. No entanto, em muitos tipos
de canceres, nos quais as células cancerosas estdo disseminadas, apenas esse
procedimento ndo € suficiente para erradicar a doenca. Nestes casos ha a
necessidade de uma associacdo de terapias como, por exemplo, cirurgia e
radioterapia que séo eficazes como tratamentos locais de canceres primarios que
ainda nao se disseminaram sistemicamente. Entretanto, o desenvolvimento
precoce de metastases € uma caracteristica muito frequente na cancerogénese,
assim, geralmente é necessaria uma abordagem sistémica para a contencao da
doenca (MURAD, KATZ, 2000; ALBERTS, et al., 2010).

A radioterapia € utilizada para tumores localizados que ndo podem ser
totalmente removidos ou aqueles que costumam recidivar localmente apés a
cirurgia. Essa terapia consiste na incidéncia de um feixe de radiacdo ionizante
direcionado ao tecido tumoral. O objetivo desse procedimento é lesionar
extensamente o0 DNA das células neoplasicas, inviabilizando sua divisdo e
sobrevivéncia (JANNEKE, et al., 2010).

O tratamento quimioterapico consiste na administracdo de uma
combinacdo de medicamentos que tém acao citotéxica capaz de matar células ou
inibir sua proliferacdo. Tais compostos podem ser categorizados em diferentes
classes, de acordo com o seu mecanismo de acdo. Entre estas classes
encontram-se: os alquilantes, os antimetabdlicos, os antibiéticos antineoplasicos,
os inibidores mitéticos e outros (ESPINOSA, RAPOSO, 2010; FUCHS,
WANNMACHER, 2010).

A propriedade alquilante consiste na capacidade de substituir um atomo de
hidrogénio por um radical alquil em outra molécula. Compostos dessa natureza se
ligam ao DNA e impedem a separacdo dos filamentos na dupla hélice e,
consequentemente, a replicacdo do material genético. Este processo promove
lesbes no DNA e inviabiliza a proliferacdo celular. A cisplatina € um farmaco
alquilante amplamente utilizado na clinica oncoldgica (KOSTOVA, 2006).

Os agentes antineoplasicos classificados como antimetabdlicos atuam na

fase de sintese do ciclo celular. Essa atuacdo consiste na inibicdo da biossintese
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de componentes essenciais para a duplicacdo do material genético, impedindo o
metabolismo normal da célula e, por consequéncia, a proliferagdo celular. Como
exemplos, o 5-fluorouracil e o metotrexato (GUICHARD, et al., 2017).

Os antibidticos antineoplasicos tém como mecanismo de acédo a producao
de radicais livres reativos, pela incorporacdo de excesso de elétrons em seus
anéis insaturados, que interagem com o DNA inibindo sua sintese. Alguns
antibioticos possuem outros grupos funcionais que lhes conferem outras
propriedades como a alquilacdo, a inibicdo enzimatica e a intercalacdo ao DNA, a
exemplos, a mitomicina C, a mitramicina e a epirrubicina, respectivamente
(ALMEIDA, et al., 2005; FUCHS, WANNMACHER, 2010).

Os inibidores mitéticos atuam especificamente na fase de divisdo celular.
Esses paralisam a mitose atuando sobre a tubulina, proteina formadora de
microtUbulos que constituem o fuso espiralar, através do qual ocorre a migracao
dos cromossomos. Por conseguinte, a fase de metafase € interrompida, uma vez
que, a migracdo dos cromossomos fica impedida, culminando na interrupcédo da
divisdo celular. Os alcalbéides da vinca rosea (vincristina e seus analogos) e o0s
derivados da podofilotoxina (etoposideo e teniposideo) fazem parte dessa classe
de quimioterapicos (FUCHS, WANNMACHER, 2010; GUICHARD, et al., 2017).

Alguns quimioterapicos ndo se enquadram em nenhuma classe de acédo
farmacoldgia. Entre esses, a dacarbazina, a procarbazina e a L-asparaginase
podem ser destacadas por serem indicadas no tratamento de alguns canceres
(FUCHS, WANNMACHER, 2010).

Embora a quimioterapia seja um pilar importante da medicina oncoldgica,
essa forma de tratamento apresenta limitac6es farmacologicas relacionadas aos
efeitos adversos causados. Esses efeitos, geralmente, se referem a acéo
inespecifica que leva a morte ndo sO as células cancerosas, mas também
linhagens de células saudaveis que também apresentem elevadas taxas
proliferativas, tais como as células hematopoiéticas, epiteliais e queratinécitos da
matriz capilar. A morte indiscriminada dessas células leva o paciente a ter uma
maior susceptibilidade as infeccbes, a degeneracdo das mucosas e a queda
acentuada de cabelos (ALMEIDA, et al., 2005; GUICHARD, et al., 2017).

A resisténcia intrinseca de alguns tumores a determinadas drogas e a
resisténcia a multiplas drogas, adquirida durante o tratamento, também tém sido

apontados como uma das principais causas de insucesso terapéutico e obitos.
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Esses fatos desafiam a comunidade cientifica a buscar novos recursos para sanar
ou amenizar as deficiéncias dos tratamentos disponiveis atualmente (FLOREA,
BUSSELBERG, 2011; DILRUBA, KALAYDA, 2016).

1.1.5. METALOFARMACOS ANTINEOPLASICOS

Embora o uso de compostos inorganicos para o tratamento de
enfermidades seja muito antigo, até a descoberta da atividade antitumoral do
complexo denominado cisplatina, por Rosenberg e colaboradores na década de
1960, quando estudavam os efeitos do campo elétrico em culturas da bactéria
Escherichia coli, ndo havia grande interesse em sintetizar ou entender as bases
moleculares responsaveis pelo mecanismo de acdo de compostos metalicos
(ROSENBERG, VAN CAMP, KRIGAS, 1965; DILDA, HOGG, 2007).

Os metalofarmacos sado compostos de coordenacdo que contém ions
metalicos ligados a moléculas organicas (ligantes). Estas moléculas apresentam
importante funcdo de potencializar as propriedades terapéuticas do complexo e,
podem ainda, limitar os efeitos téxicos do metal (STORR, THOMPSON, ORVIG,
2006; BRUIININCX, SADLER, 2008;).

O grande avanco da quimioterapia moderna aconteceu durante a década
de 70, com a introducao da cisplatina, que tem sido reconhecida como um potente
agente antitumoral desde entdo. Este farmaco [cis-diaminodicloroplatina(ll)] &
constituido por moléculas compostas por um atomo central de platina coordenado
a dois atomos de cloro e duas aminas e tem propriedade alquilante (KOSTOVA,
2006).

A cisplatina possui atividade descrita contra cancer de ovario, bexiga,
cabeca e pescoco, esdfago, coluna cervical, endométrio e tem se apresentado
eficaz na cura da maioria dos pacientes com cancer de testiculo (RAJESWARAN,
TROJAN, BURNAND, 2008). Entretanto, sua administracdo provoca varios efeitos
colaterais, dentre os quais, pode-se destacar: a nefrotoxicidade, a neurotoxicidade
e a ototoxicidade. Outro problema ainda apresentado € a quimiorresisténcia
adquirida por alguns tumores a esse medicamento (PERES, CUNHA, 2013;
DILRUBA, KALAYDA, 2016).

O éxito clinico da cisplatina impulsionou a busca por novos compostos de

coordenacao de platina. Essa busca resultou na producdo de cerca de treze
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analogos, os quais ja foram avaliados em ensaios clinicos (MJOS, ORVIG, 2014).
Contudo, os metalofarmacos derivados de platina mais comumente utilizados na
clinica oncoldgica sao a cisplatina, a carboplatina e a oxaliplatina (MARKOWSKA,
et al., 2015).

A producdo de metalofarmacos tem se valido de variadas estruturas de
ligantes e diferentes centros metélicos com intuito de obter complexos com perfis
farmacoldgicos superiores. Dentre as caracteristicas desejaveis aos candidatos a
guimioterapicos estdo a capacidade de transpassar membranas biolégicas,
elevada, ampla e especifica atividade citotoxica, reduzidos efeitos colaterais e
desencadeamento de morte celular por apoptose (TAN, et al, 2014
FERNANDES, et al., 2015).

Nesse contexto, novos compostos tém sido estudados com diferentes
objetivos, como, por exemplo, simular a acdo de nucleases naturais, as quais
possuem fons metalicos como Mg?*, Zn**, Mn?*, Ca?*, Fe* e sdo capazes de
neutralizar a carga do DNA e formar ligacdbes com o mesmo. Esta propriedade
pode ser explorada para promover um aumento da atividade citotdxica contra
células neoplasicas e a reducdo dos efeitos colaterais apresentados pelos
farmacos jA em uso na quimioterapia. Dentre os centros metalicos, diferentes de
platina, mais discutidos e trabalhados podem-se destacar os seguintes elementos:
Ruténio, Galio, Ferro, Paladio, Ouro, zinco, titAnio e Cobre. Os complexos
formados tém apresentado potencial atividade antineoplasica, muitas vezes mais
acentuada do que a cisplatina (HORN, et al., 2013; FERNANDES, et al., 2015;
BORGES, et al., 2016; MORCELLI, et al., 2016; YANG, et al., 2018; GU, et al.,
2019).

1.1.6. COMPLEXOS DE COBRE

O cobre é considerado um elemento traco essencial, sendo componente de
diversas metaloenzimas imprescindiveis para a homeostase do organismo. Este
elemento quimico possui uma distribuicdo tecidual ampla, sendo encontrado na
forma de complexos orgéanicos. O cobre é importante para o funcionamento de
varias enzimas e proteinas envolvidas no metabolismo, participando da
detoxificagdo de radicais livres, da respiracdo mitocondrial, do auxilio ao

metabolismo do ferro e outros processos fisioldgicos criticos para a manutencao
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da homeostasia. Assim, ele pode ser considerado um potencial agente
farmacoldgico com o pressuposto de apresentar menor toxicidade que os metais
pesados ndo endogenos (BHATTACHARJEE, CHAKRABORTY, SHUKLA, 2017,
GU, et al., 2019; LU, et al., 2019).

Nos Uultimos anos, varias familias de complexos de cobre tém sido
estudadas e mostram potenciais propriedades terapéuticas como: acao
antibacteriana, antifUngica, antiviral, anti-inflamatéria e anticancerigena
(BOULSOURANI, et al., 2017; SHOBHA DEVI, et al., 2018).

Varios complexos de cobre (Il) ttm sido sintetizados e propostos como
potenciais agentes anticancer, com base em ensaios in vitro e in vivo. Numerosos
estudos mostram que muitos desses derivados exibem atividade citotdxica
proeminente, geralmente relacionada a capacidade de ligar e clivar DNA (por
exemplo, a acdo de intermediarios ativos de oxigénio que podem atuar como uma
espécie ativa para a cisdo do DNA) e regular a apoptose (LI, et al.,, 2014;
BORGES, et al., 2016; YANG, et al., 2018). O potencial anticAncer do cobre (Il) é
evidenciado pelo crescente numero de investigacdes descritas na literatura
(SANTINI, et al., 2014; MEDICI, et al., 2015; SHOBHA DEVI, et al., 2018).

Em 2017, Serment-guerrero e colaboradores relataram que dentre o0s
complexos de cobre projetados para serem usados como agentes antineoplasicos
um grupo, genericamente, denominado de Casiopeinas se destacou. Os autores
argumentaram que alguns desses compostos mostraram resultados promissores
e, que um deles chamado Casiopeina lll-ia, identificado pelo cddigo (Cas lll-ia
Aqua(4,4'-dimethyl-2,2'-bipyridine)(acetylacetonato) copper (ll) nitrate), ja tinha os
testes pré-clinicos concluidos e estava pronto para iniciar a fase clinica | de testes
(SERMENT-GUERRERO, et al., 2017).

Seguindo essa vertente, nosso grupo de pesquisa tem relatado resultados
promissores de trabalhos que consistem na sintese, caracterizacao e investigacao
da atividade biologica de alguns compostos de coordenagdo com centros de ferro
(1) (HORN, et al., 2013), cobre (Il) (FERNANDES, et al., 2015; BORGES, et al.,
2016), cobalto (II) (MORCELLI, et al., 2016) e platina (Il) (MOREIRA, et al., 2019).

Considerando-se isso, novos complexos de cobre (Il) com ligantes N,O-
doadores derivados do H,Salan, binucleares ([Cux(Salandia)Cly]) (1) e
([Cuy(Salandip)Cl;]*2H,0) (2) e mononuclear [Cu(BPAH)H,O]Cl, (3) com ligante
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contendo amida foram sintetizados e caracterizados como descrito (TERRA,
2016).

Os trés complexos inéditos foram avaliados in vitro, quanto a atividade
citotoxica, sobre algumas linhagens de células neoplasicas. O mecanismo de
acdo desses complexos foi estudado por andlise do ciclo celular para verificacao
de inducdo de morte celular por apoptose. O complexo 1 foi adicionalmente
testado, in vitro, quanto aos seguintes parametros: variagdo do potencial de
membrana mitocondrial (AWm), atividade enzimatica de caspases, promogao de
mudancas morfolégicas e ultraestruturais e inducdo de geracdo de espécies
reativas de oxigénio. A eficacia in vivo do complexo 1 foi examinada em um

modelo xenografico murino de cancer pancreatico humano.
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2. JUSTIFICATIVA

O cancer é uma doenca crénico-degenerativa que se apresenta atualmente
como um dos principais desafios da saude publica mundial. A Organizacao
Mundial da Saude (OMS) e a Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Cancer
(IARC) alertam que, se as tendéncias atuais continuarem, havera um aumento
mundial de 60% nos casos de cancer nas duas proximas décadas. Segundo esse
relatorio, os paises de baixa e média renda terdo o maior 6nus, com 81% de
novos casos estimados da doenca, pois 0s seus servicos de salude ndo estdo
equipados para prevenir, diagnosticar e tratar canceres. Com isso, a mortalidade
aumenta a cada ano e, as estimativas apontam que o céncer se tornard a
principal causa de mortes até o ano de 2030 (WHO, 2020).

Embora haja avancos nos métodos de tratamento para minimizar o0s
impactos acarretados pelo cancer, ainda ndo existem farmacos com eficacia para
garantir a sobrevida de uma parte significativa dos pacientes. Além disso, tais
tratamentos demandam recursos financeiros altos que nem sempre estdo
disponiveis a todos os pacientes, principalmente em paises subdesenvolvidos
(INCA, 2020).

A maioria dos pacientes com cancer necessita de tratamento
guimioterapico para a contencao da doenca. Porém, os farmacos antineoplasicos
utilizados na clinica médica, em geral, ndo possuem a capacidade de combater as
células doentes sem afetar os tecidos normais. I1Sso ocasiona uma série de efeitos
colaterais que debilitam enormemente o organismo. Tal debilidade torna-o
vulneravel a doencas oportunistas podendo levar o paciente ao 0bito. Além disso,
muitos tipos de tumor apresentam resisténcia aos tratamentos disponiveis
atualmente, sendo este um dos maiores entraves na terapia antineoplasica
(FLOREA, BUSSELBERG, 2011).

A descoberta da propriedade anticancerigena do metalofarmaco cisplatina
tem estimulado varios estudos em torno do desenvolvimento de novos compostos
de coordenacdo com potencial antineoplasico. Tais estudos tém utilizado, além da
platina, outros metais visando obter novos compostos com um amplo espectro de
atuacdo. O uso de metais essenciais na sintese desses compostos tem como
objetivo obter moléculas que causem menor toxicidade aos tecidos ndo afetados
pelo cancer (SANTINI et al., 2014).
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Nesse sentido, o grupo de pesquisa em Quimica Bioinorganica em parceria
com o Laboratério de Biologia do Reconhecer, ambos da Universidade Estadual
do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, vem produzindo e avaliando a atividade
biologica de complexos metalicos com o intuito de desenvolver moléculas com
atividade antineoplasica. Esses esfor¢cos tém sido frutiferos, uma vez que, vérios
complexos apresentaram resultados promissores, dentre os quais, alguns ja
possuem depadsitos de patentes.

Seguindo essa linha de pesquisa, trés complexos de cobre (1), inéditos na
literatura, foram sintetizados e estudados, in vitro, quanto ao seu potencial
antitumoral. Os resultados obtidos foram promissores (TERRA, 2016). Por esse
motivo, fez- se pertinente um aprofundamento dessa investigacdo por meio de
testes, tanto in vitro quanto in vivo, a fim de se determinar o potencial
farmacoldgico de tais complexos e a possibilidade de desenvolvimento de

medicamentos antineoplasicos.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antineoplésica in vitro de trés complexos de cobre (Il) e ampliar

a investigacao, in vitro e in vivo, com 0 complexo que se mostrar mais promissor

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Averiguar a viabilidade celular (ICsp) de linhagens de células neoplasicas e de

células normais apoés tratamento com os trés complexos.

Verificar o indice de seletividade dos complexos.

Selecionar o complexo mais promissor e a linhagem celular mais sensivel para a

ampliacédo das investigacdes sobre o mecanismo de acéo.

Investigar a producéo de espécies reativas de oxigénio induzida pelo complexo 1.

Verificar a toxicidade do complexo selecionado, in vivo, em camundongos Balb/c

nude.

Avaliar o potencial antineoplasico do complexo, in vivo, em modelo murino de

cancer xenografico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. DILUICOES DOS COMPOSTOS AVALIADOS

Os complexos de cobre (II) [Cux(Salandia)Cl;] (1), [Cux(Salandif)Cly]*2H,0
(2) e [Cu(BPAH)H,OICI, (3) (Figura 1, A, B e C) e os ligantes correspondentes:

H,Salandia = N,N'-bis(2-hidroxibenzil)-N,N'-bis[3-(1-naftiloxi)-2-ol-
propilletilenodiamina, H,Salandif =  N,N'-bis(2-hidroxibenzil)-N,N'-bis[3-(2-
natftiloxi)-2-ol-propil]etilenodiamina e BPAH = 1,4-

bis(propanamida)homopiperazina, o sal utilizado (CuCl,*2H,O) e a sonda
fluorescente DCFH-DA (Sigma-Aldrich) foram solubilizados em dimetilsulfoxido
(DMSO) ou &gua ultra pura na concentracéo de 2 x 102 mol.L™. A cisplatina e o
NAC (N-acetil-L-cisteina) (Sigma-Aldrich) foram solubilizados em agua ultra pura
nas concentracdes de 5 x 107 e 2 x 10" mol.L™, respectivamente. Todas as

solucbes foram armazenadas a -20 °C.
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Figura 3. Estrutura quimica dos complexos de cobre (ll). (A) [Cu,(Salandia)Cl,], (B)
[Cuy(SalandiB)Cl,]*2H,0 e (C) [Cu(BPAH)H,O]Cl,.

4.2. LINHAGENS CELULARES E CULTIVO

O seguinte painel de linhagens celulares de cancer humano foi utilizado
neste estudo: MCF-7 e MDA-MB231 (adenocarcinomas de mama); NCI-H460 e
A549 (carcinomas de pulméo) THP-1 (leucemia monocitica aguda), U937 (linfoma
histiocitico) e Molt-4 (leucemia linfoblastica aguda); Colo 205 (adenocarcinoma de
c6lon humano); SkMel-5 (linhagem celular de melanoma); PC3 (carcinoma de
préstata); BxPC-3 (adenocarcinoma pancreatico); além de B16F10 (linhagem de
melanoma murino). As linhagens MDA-MB231, A549, PC3 e BxPC-3 sao
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procedentes do Banco de Células do Rio de Janeiro/Brasil (BCRJ). As outras
linhagens foram adquiridas na American Type Culture Collection (ATCC) EUA. As
PBMCs (células mononucleares do sangue periférico) foram isoladas do sangue
venoso de voluntarios saudaveis. As linhagens celulares de cancer foram
mantidas em DMEM-F12 (Dulbecco's Modified Eagle's medium) e as PBMCs em
meio de cultura RPMI 1640 (Roswell Park Memorium Institute medium) (Gibco,
BRL). Ambos os meios de cultura foram suplementados com soro fetal bovino a
10% (FBS) e gentamicina (Gibco, BRL) (20 mg.mL™).Todas as culturas celulares
foram incubadas em estufa (Forma, Thermo Scientific, Inc, Modelo 3159S/N
33808-427; USA) a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO,. Ao
atingir 80% de confluéncia, as células aderentes foram coletadas por dissociacao
enzimatica (tripsina 0,025% e EDTA a 37°C) e semeadas em placas com
contagem variavel, de acordo com a necessidade de cada experimento. As
PBMCs, usadas como controle de células normais, foram processadas por
centrifugacdo em gradiente de densidade com Ficoll-paque (GE Healthcare Life
Science), conforme descrito na literatura (SCHLENKE, et al., 1998).

4.3. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Os efeitos citotoxicos dos complexos de cobre (Il) (1, 2 e 3), dos ligantes e
do sal de cobre, na viabilidade celular foram avaliados por meio do ensaio de MTT
como descrito (MOSMANN, 1983). A cisplatina foi usada como controle positivo.
Resumidamente, as células foram semeadas em placas de 96 pocos em
quantidade de 2x10* células/poco em meio de crescimento (100 pL). Apenas para
0 ensaio com as células PBMC foram utilizadas 1x10° células/poco. Apés 4 a 6 h
de incubacao, para recuperacao e adesao celular , as células foram expostas a
diferentes concentracées (0-50 pmol.L™") dos complexos 1 e 2 e da cisplatina.
Para o complexo 3, ligantes e sal de cobre foram utilizadas concentragdes (0—200
pmol.L™") em meio de cultura DMEM-F12, seguido de incubac&o por 48 h a 37°C.
Em seguida, 20 pL de solucdo salina com MTT (5 mg.mL™) foram adicionados a
cada poco e incubados por 4 h a 37°C. Depois disso, os cristais de formazan,
produzidos por células viaveis, foram dissolvidos em 100 yL de uma solucdo de
isopropanol com 0,04% de HCI concentrado e sua absorbancia foi determinada no

comprimento de onda de 570 nm, usando um leitor de microplacas (EPOCH™,
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BioTax® Instruments, Inc.). Os valores de ICsy (concentracdo de composto
necessaria para reduzir a absorbancia das células tratadas em 50% em relacéo
as células nao tratadas) foram obtidos a partir de curvas de dose-resposta
utilizando o Software GraphPad Prism versdo 5.01. O indice de Seletividade (IS)
dos complexos foi determinado pela razdo entre o valor da IC5y do complexo
testado em células saudaveis e o valor da ICso do complexo testado em células de
origem neoplasica.

A metodologia de MTT também foi utilizada em ensaios de verificacao de
interferéncia da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) na viabilidade
celular, com a adicdo de pré-tratamento das células por 2 h com o antioxidante
NAC (1,25; 2,5 e 5,0 mmol.L™") antes da adicdo do complexo 1.

4.4. AVALIACAO DE APOPTOSE POR ANALISE DO CICLO CELULAR

Os efeitos dos complexos 1, 2 e cisplatina no ciclo celular das células
BxPC-3 (linhagem mais sensivel entre as aderentes) foram analisados por
citometria de fluxo. As células (5 x 10° cels.mL™) foram semeadas em placas de 6
pocos e incubadas por 6 h a 37°C. Em seguida, foram adicionados os tratamentos
com 1 e 2x a ICsq do complexo 1 (3,5 e 7,0 pmol.L™%), e do complexo 2 (4,5 e 9,0
umol.L™) e 2x a ICsp da cisplatina (22 pmol.L™") em meio de cultura, e a incubacao
foi mantida por 48 h. Apés o tempo de incubacao, as células foram colhidas e
centrifugadas a 800 g e os pellets resultantes foram lavados duas vezes com
PBS. Os pellets foram fixados em etanol 70% gelado por 1 h. Apds o periodo de
fixacdo, o etanol foi removido por centrifugacdo e as células, lavadas 2x em PBS,
foram ressuspendidas em 500 pL de solucdo corante (50 pg.mL™ PI, 1 mg.mL™
RNAse A e Triton X-100 a 0,2%) e protegidas da luz por 30 min.

A fluorescéncia do conteudo de DNA celular foi quantificada em citdmetro
de fluxo (FACS Calibur ™, BD Sciences) e a sua distribuicdo nas fases do ciclo
celular foi analisada pelo software WinMDI versao 2.9. As proporcdes de células
nas fases GO/G1, S e G2/M foram apresentadas como histogramas. As células
apoptoticas, com conteudo de DNA hipodiploide fluorescente, foram quantificadas
no pico sub-G1 dos histogramas. Os dados experimentais foram determinados
pelo registro de 10.000 eventos por amostra. O mesmo procedimento

experimental foi realizado para a citometria de verificacdo de geracao de espécies
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reativas de oxigénio (ROS). Porém, nesse experimento algumas amostras foram
tratadas s6 com o complexo 1 em concentracdes de 1,25; 2,5 e 5,0 pmol.L™,
enguanto outras amostras receberam pré-tratamento, por 2 h, com o antioxidante
NAC (5 mmol.L}) antes da adicdo do complexo 1 em concentracées de 0,25; 0,5

e 1,0 umol.L™%.

4.5. AVALIACAO DO POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL

A variagao do potencial de membrana mitocondrial (AWm) foi avaliada por
citometria de fluxo usando o corante fluorescente cationico lipofilico JC-1 (5,5 ',
6,6"-tetracloro-1,1 ', 3,3 ' tetraetilbenzimidazolilcarbocianina iodeto). As células
BxPC-3 foram semeadas e tratadas com complexo 1 e cisplatina, conforme
descrito no item anterior (4.4). Em seguida, as células foram colhidas e
centrifugadas (400 g, por 7 min). Entdo, as células foram ressuspendidas em
solugéo corante com JC-1 (25 pg.ml™) e incubadas em estufa a 37°C com 5%
CO; por 15 min. As células foram lavadas duas vezes com meio DMEM-F12 e a
fluorescéncia quantificada imediatamente por citometria de fluxo (FACS Calibur
™ BD Sciences). Os dados experimentais foram determinados pelo registro de

10.000 eventos por amostra.

4.6. ENSAIO DE ATIVIDADE DE CASPASES

A atividade das caspases 3, 6, 8 e 9 foi avaliada usando os substratos: Ac-
DEVD-pNA, VEID-pNA, IETD-pNA e LEHD-pNA (Sigma-Aldrich), especificos para
as respectivas caspases. As células BxPC-3 (3-5 x 10°.mL™) foram colhidas apés
os tratamentos com o complexo 1 (7,0 pmol.L™) e com a cisplatina (22 pmol.L™)
por 12 e 24 h, lavadas com PBS e ressuspendidas em tampéao de lise (1% de
Triton x-100, 0,32 M de sacarose, 5 mM de EDTA, 10 mM de Tris-HCI pH 8,0, 2
mM de ditiotreitol, 1 mM de PMSF, 1 gmL® de aprotinina, 1 mg.mL™* de
leupeptina), mantidas no gelo por 30 minutos e depois centrifugadas (10.000 g, 1
min a 4°C). Os extratos protéicos (sobrenadantes) foram coletados e as
concentracdes de proteinas foram determinadas (1-4 mg.mL™). Aliquotas (50 pL)
dos sobrenadantes foram colocadas em placa de 96 pocos contendo tampéao de

reacao (Invitrogen ™). Entdo, foram adicionados 5 uL (4 mM) de cada substrato
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nos respectivos pocos e a placa foi incubada a 37°C por 1 h. A liberagéo
colorimétrica de p-nitroanilina, a partir da clivagem dos substratos, foi medida em
espectrofotometro (EPOCH™, BioTek® Instruments, Inc.) em comprimento de
onda de 405 nm. As absorbéancias das amostras tratadas foram comparadas com
uma amostra controle ndo tratada para a determinagédo do aumento da atividade

enzimatica das caspases.

4.7. AVALIACAO DA GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO
(ROS) E SUA INIBICAO POR NAC

4.7.1. DETERMINACAO DA PRODUCAO CONSTITUTIVA DE ROS POR
CELULAS BXPC-3

Para determinar o nivel constitutivo de ROS presente em células BxPC-3
foi realizada a quantificacdo por citometria de fluxo. Para tal, as células foram
incubadas sem e com concentragdes crescentes do inibidor de ROS (NAC) (1.25,
2.5 e 5.0 mmol.L™") por 3 e 48 h. Decorrido o tempo de incubacéo, as células
foram marcadas com a sonda fluorescente DCFH-DA (10 pmol.L™) (Sigma-
Aldrich). Subsequentemente, as células foram removidas, lavadas em PBS,
ressuspendidas em 500 puL de PBS e realizada a quantificacdo da fluorescéncia,

referente a presenca de ROS, em citbmetro de fluxo.

4.7.2. AVALIACAO DA PRODUCAO DE ROS EM CELULAS BXPC-3 TRATADAS
COM COMPLEXO 1

Para avaliar se o tratamento com complexo 1 interfere na producdo de
ROS em células BxPC-3, foi realizada uma citometria de fluxo. Para tal, células
foram tratadas com complexo 1 (3,5 e 7,0 pmol.L™?) e cisplatina (22 pmol.L™?), sem
e com pré-tratamento com NAC (5,0 mmol.L™Y), por 48 h. Os passos seguintes

foram idénticos aos procedimentos descritos anteriormente no item 4.7.1.
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4.8. ANALISE POR MICROSCOPIA ELETRONICA

Uma investigacdo de alteracdes morfolégicas e ultraestruturais por
microscopia eletrénica foi realizada em células BxPC-3. Resumidamente, as
células (3-5 x 10°.mL™), ndo tratadas e tratadas com, foram lavadas com PBS,
fixadas em glutaraldeido a 2,5% em tampé&o de cacodilato de sédio 0,1 M por 2 h,
pos-fixadas por 20 min em solucdo 1: 1 de tetroxido de 6smio (1%) e ferricianeto
de potassio (0,8%), desidratadas em séries crescentes de acetona e embebidas
em resina epoxi (Poly/Bed 812®). Os blocos obtidos foram seccionados utilizando
um ultramicrétomo Reichert Ultracut S, e as sec¢fes ultrafinas (70 nm de
espessura) foram coletadas em grades de cobre (malha 400), coradas com
acetato de uranila e citrato de chumbo e examinadas em microscopio eletrénico
de transmissao JEOL-1400 Plus (Japé&o) a 120 kV.

Para observacdo sob Microscopio Eletrbnico de Varredura (MEV), as
células pos-fixadas foram colocadas em laminulas pré-revestidas com poli-L-lisina
(Sigma®), pos-fixadas em solucédo 1: 1 de tetroxido de 6smio (1%) e ferricianeto
de potassio (0,8%) por 30 min, desidratadas e secas ao ar. Sequencialmente, as
amostras foram montadas com fita adesiva metalica sobre stubs, pulverizadas
com 40-60 nm de ouro/paladio (Sputter Coater SDC 050) e examinadas em
Microscopio Eletrénico de Varredura ZEISS EVO 40 XVP (Alemanha) a 15 kV.

4.9. EXPERIMENTACAO IN VIVO

4.9.1. ANIMAIS

Os experimentos com animais foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
(Campos dos Goytacazes, R/J, Brasil) sob o0 protocolo numero 349.
Camundongos Balb/c nude machos e fémeas (6 a 8 semanas de idade)
fornecidos pelo biotério central da UENF, foram alojados em gaiolas ventiladas
com temperatura e umidade constantes, sob um ciclo claro/escuro de 12 h/12 h,

com livre acesso a ragado e agua.

42



4.9.2. DESENVOLVIMENTO DE LESOES TUMORAIS EM CAMUNDONGOS
BALB/C NUDE

A metodologia adotada para a inducdo de modelo tumoral heterotopico
xenografico com células de carcinoma pancreatico (BxPC-3) utilizou
camundongos Balb/c nude. Foram testadas 3 concentracées (5 x 10°, 1 x 10° 5 x
10°) de células em 3 grupos de 2 animais com idades entre 6-8 semanas. Para
inducdo do tumor, todos os camundongos foram sedados por via intraperitoneal
com xilazina (10 mg.kg™) e quetamina (85 mg.kg™). Cada grupo recebeu injecées
intradérmicas dorsais de células veiculadas em 50 uL de PBS. Apds 30 dias de
indculo, os volumes tumorais (mm?) foram determinados por meio da mensuracéo
das lesées com paquimetro e calculados usando-se a formula: Vimm® = (C x L?)/2,
onde C é o comprimento e L € a largura da lesdo tumoral (TSIRMOULA, et al.,
2012).

4.9.3. DETERMINACAO DA TOXICIDADE AGUDA DO COMPLEXO 1

Para esse experimento, grupos de animais (n = 6, 3 machos e 3 fémeas)
foram injetados por via intraperitoneal com diferentes concentracées do complexo
1, variando de 10 a 100 mg.kg™ de peso corporal veiculadas em (4gua ultrapura +
DMSO). A sobrevivéncia dos animais foi monitorada por 15 dias. Apds esse
periodo, os dados obtidos foram utilizados para calcular a dose letal mediana
(DLso), utilizando-se o software GraphPad Prism V.5.01, com aplicacdo do teste
de regressdo nado-linear. As curvas de sobrevivéncia foram construidas usando o

método Kaplan Meier.

4.9.4. AVALIACAO DO COMPLEXO 1 PARA O TRATAMENTO DE CANCER
PANCREATICO EM MODELO MURINO

A atividade antineoplasica do complexo 1 foi investigada in vivo, ap0s a
determinacdo da dose letal média (DLsg) do complexo 1 para camundongos
Balb/c nude. Para inducdo do tumor, todos os camundongos foram sedados por
via intraperitoneal com xilazina (10 mg.kg?) e quetamina (85 mg.kg?). Em

seguida, a linhagem celular BXPC-3 de cancer de pancreas humano (1x10°
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células em 50 pL de PBS) foi inoculada pela via intradérmica na regido dorsal dos
camundongos. Quando os nodulos tumorais se tornaram visiveis, 0s animais
foram divididos aleatoriamente em trés grupos (n = 6, 3 machos e 3 fémeas) e
tratados, intraperitonealmente, com injecées do complexo 1 (8,0 e 33,0 mg.kg™) e
da cisplatina (3,3 mg.kg?) (ASTON, et al., 2017) e o grupo controle foi injetado
com o veiculo usado para diluir os complexos (agua ultrapura + DMSO (v/v = 8%
)). O tratamento foi administrado em 4 doses com intervalos de uma semana. Os
volumes tumorais (mm?) foram obtidos por meio da mensuracéo das lesées com
paquimetro e calculados usando-se a férmula: Vimm® = comprimento x (largura)®/2.

Ao final do experimento os animais foram eutanasiados por inalacéo de CO..
4.10. ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados foram expressos como média = DP para estudos in vitro e in
vivo. Para analises estatisticas, foi utilizado o teste ANOVA seguido pelo pés-
teste de Bonferroni. Todos os dados foram analisados utilizando-se o software
GraphPad Prism 5.01. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente
significativos (*, P < 0,05; **, P <0,01; ** P < 0,001).
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5. RESULTADOS

5.1. CITOTOXICIDADE INDUZIDA POR COMPLEXOS DE COBRE (ll)

A propriedade citotoxica dos complexos de cobre (Il) [Cux(Salandia)Cl;] (1),
[Cux(SalandiB)Cl,]*2H,0 (2) e [Cu(BPAH)H,O]CI, (3) foi determinada por meio de
ensaio colorimétrico com MTT. Nestes ensaios foram avaliadas as seguintes
linhagens celulares de cancer humano: BxPC-3, SkMel-5, COLO 205, U937,
MCF-7, MDA-MB231, NCI-H460, A549, MOLT -4, THP-1 e PC3, bem como, a
linhagem celular de melanoma murino B16F10. Os valores de concentracao
inibitoria (ICsp) gerados (Tabela 1) mostram que o complexo 1 apresenta a maior
atividade citotoxica entre os trés complexos. Como controle celular normal, os trés
complexos foram avaliados contra células mononucleares do sangue periférico
(PBMCs). Todos o0s complexos mostraram maior citotoxicidade contra as
linhagens neoplasicas do que sobre as células saudaveis, como pode ser visto na
Tabela 2. Essa seletividade € uma caracteristica essencial a moléculas
candidatas a agentes quimioterapicos. Além disso, a cisplatina, farmaco utilizado
como controle positivo, mostrou valores de ICso maiores que 0os dos complexos na
maioria dos testes. Segundo TERRA (2016) o sal de cobre e os ligantes usados
na sintese dos complexos apresentaram valores de ICso superiores a 200 umol.L™

quando testados em algumas das linhagens neoplasicas (dados ndo mostrados).
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Tabela 1. Concentracdo inibitéria (ICsp) dos complexos 1, 2, 3 e da cisplatina contra

linhagens celulares neoplésicas em 48 h de tratamento.

ICs (umol.L™)

Linhagem Complexo (1) Complexo (2) Complexo (3) Cisplatina
A549 58+0,3 — 113,5+1,1 526+1,1
BxPC-3 35%+0,3 43+04 97,3+1,1 11,0+1,0
B16F10 4,1+0,2 — 71+1,2 37,710
COLO 205 41+04 57%0,3 63,0+1,1 724+11
NCI-H460 3,7+0,2 — 60,8+1,1 245+11
MCF-7 51+£0,2 - 139,1+£1,2 16,0+ 1,1
MDA-MB231 38+0,1 — 109,5+1,1 53,3+1,0
MOLT-4 1,3+0,2 - 484+1,1 46 +0,6
PC3 45+0,8 — 130,0+1,1 428+1,1
SkMel-5 45+0,4 85%+0,5 83,1+1,1 73,1+£1,2
THP-1 1,4+0,3 — — 11.8+1.1
U-937 19+0,2 3,204 396+1,1 53+1,1

(-) Nao determinada.

Tabela 2. Comparacgéo entre as concentracdes inibitérias (ICsy) dos complexos 1, 2 e 3

frente a quatro linhagens celulares neoplasicas e PBMCs.

ICso (Umol.L™)

Linhagem BxPC-3 SkMel-5 COLO 205 U937 PBMC
Complexo (1) 3,5+0,3 45+0,4 41+0,4 19+0,2 11,0+ 2,0
Complexo (2) 43+0,4 85%+0,5 57+0,3 3,2+04 16,0+ 2,0
Complexo (3) 97,3+1,1 83,1+1,1 63,0+1,1 396+1,1 > 200

O potencial seletivo, ou seja, a capacidade de afetar duas vezes mais a

viabilidade de células neoplasicas do que as células saudaveis, de uma
substancia pode ser mensurado calculando-se o indice de Seletividade (IS). Este
indice corresponde a razéo entre o valor da ICso do complexo testado em células
saudaveis e o valor da ICso do complexo testado em células de origem neoplasica.
A amostra que apresenta IS = 2,0 é considerada seletiva (SUFFFNESS,
PEZZUTO, 1990). Conforme pode ser visto na tabela 3, os trés complexos

apresentaram IS para a maioria das linhagens neoplésicas testadas.
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Tabela 3. indice de Seletividade (IS) dos complexos 1, 2 e 3 frente as linhagens celulares

neoplasicas.
indice de Seletividade (IS)

Linhagem Complexo (1) Complexo (2) Complexo (3)
A549 1,9 — 1.8
BxPC-3 3,1 3,7 2,0
B16F10 2,7 — 2,8
COLO 205 2,7 2,8 3,2
NCI-H460 3,0 — 3,3
MCF-7 2,2 - 14
MDA-MB231 2,9 — 1.8
MOLT-4 8,5 - 4,1
PC3 2,4 — 15
SkMel-5 2,4 19 2,4
THP-1 7.9 _ _
U-937 5,8 50 50

(-) Nao determinado.
5.2. AVALIACAO DE ALTERACOES NO CICLO CELULAR (SUB-G1)

Para elucidar o mecanismo pelo qual os complexos afetam a viabilidade
celular, a apoptose foi avaliada medindo-se a quantidade de fluorescéncia emitida
pelas células com baixo contetdo de DNA marcado com iodeto de propideo.
Essas células séo detectadas na regido Sub-G1 em analise do ciclo celular por
citometria de fluxo (NUNEZ, 2001). A linhagem BxPC-3 foi tratada com os
complexos 1 e 2 e cisplatina. Como mostrado na Figura 4, células BxPC-3
apoptoticas foram detectadas apos tratamento por 48 h com o complexo 1 e com
a cisplatina. A amostra com células néo tratadas (Figura 4 A) mostrou apenas
3,4% de células na regido Sub-G1. Nas Figuras relacionadas aos tratamentos
com cisplatina (B) e complexo 1 (C e D), observou-se um deslocamento
acentuado das populagdes celulares para as regides denominadas de Sub-G1. O
tratamento com 22 pmol.L™ de cisplatina deslocou 62,6% das células para essa

regido, enquanto os tratamentos com o complexo 1 (3,5 e 7,0 umol.L?)
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promoveram deslocamentos de 39,3% e 48,0%, respectivamente, das células
para a regiao Sub-G1.

As células BxPC-3 tratadas com complexo 2 e cisplatina por 48 h também
apresentaram morte celular apoptoética no ensaio de avaliacdo do ciclo celular. A
Figura 5 A, referente a amostra com células ndo tratadas, mostrou apenas 3,4%
de células na regiso Sub-G1. No tratamento com 22 pmol.L™ de cisplatina (Figura
5 B) pode ser observado que 62,6% das células encontram-se na regido Sub-G1.
Enquanto, as Figuras 5 C e D representam deslocamentos de 45,9% e 60,0% das
células para a regido Sub-G1l, apls tratamento com o complexo 2 nas
concentracdes de 4,5 e 9,0 pmol.L™, respectivamente.

Embora os dois complexos tenham apresentado resultados positivos para
inducdo de apoptose frente a linhagem neoplasica testada, a partir dessa fase do
trabalho decidiu-se continuar as experimentacdes s6 com o complexo 1 e a
linhagem BxPC-3, a fim de desenvolver um protocolo abrangente, econémico e

compativel com o tempo disponivel para sua execucao.
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Figura 4. Analise do ciclo celular por citometria de fluxo. Células BxPC-3 incubadas por
48 h e coradas com iodeto de propidio (PI). (A) células ndo tratadas; (B) células tratadas
com cisplatina (22 pmol.L™); (C) células tratadas com complexo 1 (3,5 umol.L™") e (D)
células tratadas com complexo 1 (7,0 pmol.L™).
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Figura 5. Analise do ciclo celular por citometria de fluxo. Células BxPC-3 incubadas por
48 h e coradas com iodeto de propidio (PI). (A) células ndo tratadas; (B) células tratadas
com cisplatina (22 pmol.L™); (C) células tratadas com complexo 2 (4,5 umol.L™") e (D)
células tratadas com complexo 2 (9,0 pmol.L™).

5.3. ESTUDO DO POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL (A¥YM)

A analise da funcédo mitocondrial € um parametro usado como um indicador
de morte celular, uma vez que alteragbes na transicdo da permeabilidade
mitocondrial € um passo importante na inducdo de apoptose (ROY, et al., 2014,
ZOROVA, et al., 2018). Assim, a verificacdo do potencial de membrana
mitocondrial (AWYm) pode indicar se ha ativagdo da via intrinseca da apoptose
apos um determinado estimulo. A perda da funcdo mitocondrial foi avaliada
usando a sonda fluorescente catidnica lipofilica JC-1. As células BxPC-3 foram
tratadas com o complexo 1 (3,5 e 7,0 umol.L™) e 22 pmol.L-! de cisplatina por 48
h e analisadas por citometria de fluxo. A andlise dos dados (Figura 6) mostra que
a populacdo de células néo tratadas esta predominantemente concentrada
(97,4%) no quadrante superior direito, correspondente a regido onde sao
encontradas células com mitocondrias viaveis (Figura 6 A). As células tratadas
com ambas as concentracées do complexo 1 (Figuras 6 C e D) apresentaram
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uma mudanca nas populacdes de células do quadrante superior direito para o
quadrante inferior direito (36,4% e 94,7%, respectivamente) de maneira
dependente de concentracdo. As células tratadas com cisplatina (Figura 6 B)
também foram concentradas no quadrante inferior direito (57,5%). Esses dados
sugerem que houve despolarizagdo da membrana mitocondrial e fornecem
evidéncias de que o complexo 1 atua induzindo apoptose nas células de cancer
pancreatico BXPC-3. Esses dados estdo de acordo com os resultados obtidos no

estudo do ciclo celular.
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Figura 6. Analise do potencial de membrana mitocondrial por citometria de fluxo. Células
BxPC-3 incubadas por 48 h e coradas com JC-1. (A) células ndo tratadas; (B) células
tratadas com cisplatina (22 pmol.L™); (C) células tratadas com complexo 1 (3,5 umol.L™)
e (D) e células tratadas com complexo 1 (7,0 umol.L™).
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5.4. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE CASPASES

O padréao de ativacdo das caspases iniciadoras e efetoras foi avaliado na
tentativa de consolidar o conhecimento da via apoptotica desencadeada nas
células BxPC-3. Neste teste foram utilizados substratos para caspases efetoras (3
e 6), comuns a ambas as vias apoptoticas; para caspase 8, via de receptores de
morte (extrinseca); e caspase 9, via mitocondrial (intrinseca). Os resultados
obtidos indicam a ativacdo de todas as caspases avaliadas, apos 12 e 24 h de
incubacdo com o complexo 1, quando comparadas a amostra ndo tratada. A
cisplatina, usada como controle positivo, também foi capaz de ativar todas as
caspases testadas. Como pode ser observado nas Figuras 7 A e B as caspases 8
e 9 foram ativadas, 0 que sugere que as vias apoptoticas intrinseca e extrinseca
sdo estimuladas pelo complexo 1. Portanto, a ocorréncia de morte celular por

apoptose é fortemente evidenciada nessa investigacgao.
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Figura 7. Avaliagdo da ativacédo de caspases. Células BxPC-3 ndo tratadas, tratadas com
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independentes realizados em duplicata. ***, P < 0. 001 versus células ndo tratadas.
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5.5. AVALIACAO DA GERACAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO
(ROS) PELO COMPLEXO 1

5.5.1. DETERMINACAO DA PRODUCAO DE ROS POR CELULAS BXPC-3

Uma vez demonstrado que o complexo 1 induz perda do potencial de
membrana mitocondrial, fez-se pertinente ampliar o conhecimento sobre a sua
acdo no que se refere a geracdo de ROS, e se essa propriedade seria
responsavel pela atividade antineoplasica apresentada. Para determinar o nivel
constitutivo de ROS presente em células BxPC-3 foi realizada a quantificacdo por
citometria de fluxo. Para tal, as células foram incubadas sem e com
concentracfes crescentes do antioxidante NAC por 3 h. Decorrido o tempo de
incubacgéo, as células foram marcadas com a sonda fluorescente DCFH-DA. A
Figura 8 apresenta o percentual de células com fluorescéncia referente a
quantificacdo de ROS. A Figura 8 A, que representa as células sem tratamento,
mostra que 76,7% das células BxPC-3 apresentam producédo constitutiva de ROS.
Quando as células foram incubadas com 1.25, 2.5 e 5.0 mM.L™ de NAC observa-
se a producdo de ROS em 83,3% (Figura 8 B); 85,8% (Figura 8 C) e 86,7%
(Figura 8 D) das células, respectivamente. Esse resultado diferiu da literatura
(ZAFARULLAH, et al.,, 2003) que classifica 0 NAC como uma fonte de grupos
sulfidrila que atuam eliminando radicais livres nas células, uma vez que interagem
com ROS.

Para confirmar ou refutar o resultado do experimento anterior, foi realizado
outro experimento nas mesmas condicbes, mas com tempo de incubacdo
aumentado para 48 h. Surpreendentemente, os dados obtidos (Figura 9) seguiram
a mesma tendéncia, mas com uma diminuicdo nos percentuais de células
apresentando producdo de ROS, quando comparado aos valores do primeiro
experimento. Nesse tempo de incubacéo, o perfil de producdo constitutiva de
ROS foi encontrado em 72,1% das células sem tratamento (Figura 9 A). Nas
células incubadas com 1.25, 2.5 e 5.0 mmol.L™ de NAC, observa-se a producéo
de ROS em 66,5% (Figura 9 B); 70,0% (Figura 9 C) e 74,8% (Figura 9 D) das
células, respectivamente. Esses dados confirmam um perfil de producéo elevado
de ROS em altos percentuais de células BxPC-3, mesmo quando incubadas por

48 h com as concentracoes testadas de NAC.
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Figura 8. Andlise da geracdo de ROS por citometria de fluxo. Linhagem de cancer
pancreéatico (BxPC-3) incubada por 3 h e marcada com DCFH-DA. (A) células néo
tratadas; (B) células tratadas com 1,25; (C) 2,5 e (D) 5,0 mmol.L™* de NAC.

53



T S1a B
= 4
2]
2 ]
] 72,1% 66,5%
2 (YR M1
] | |
] I I
) F
o 3
+— 4
| =4 .
U>J 109 101 102 103 10° 2© 101 102 103 10"
&
1C D
[=]
‘(_9_
=3
] 70,0% 74,8%
24 M1 M1
] | |
] I I
(=3
L dtinameantililin,
109 101 102 102 1020 101 102 102 10°
~
T
DCF

Figura 9. Analise da geragdo de ROS por citometria de fluxo. Linhagem de cancer
pancreatico (BxPC-3) incubada por 48 h e marcada com DCFH-DA. (A) células nao
tratadas; (B) células tratadas com 1,25; (C) 2,5 e (D) 5,0 mmol.L™* de NAC.

5.5.2. AVALIACAO DA PRODUCAO DE ROS EM CELULAS BXPC-3 TRATADAS
COM COMPLEXO 1

Com a finalidade de verificar se o tratamento com complexo 1 interfere na
producdo de ROS, células BxPC-3 foram tratadas por 48 h com complexo 1 e
cisplatina, sem e com pré-tratamento com NAC. Em seguida, as células foram
marcadas com a sonda DCFH-DA e a emisséo de fluorescéncia foi quantificada
por citometria de fluxo. Os resultados dessa avaliacdo apresentam (Figura 10) as
porcentagens de células com intensidade de fluorescéncia referente a marcacao
para presenca de ROS. A Figura 10 A mostra que 87,2% das células néo tratadas
apresentam producdo de ROS. As Figuras 10 B e C mostram células tratadas
com 3,5 pmol.L* do complexo 1, sem e com pré-tratamento com NAC (5,0
mmol.L™), respectivamente.

Os resultados mostram uma reducdo nas porcentagens de células nas
regides onde se concentram maior intensidade de fluorescéncia, 26,2% em (B) e

28,2% em (C), quando comparado com a amostra nao tratada (A). Contudo, a
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diferenca entre as amostras com e sem o pré-tratamento com NAC foi de apenas
2,0% das células com marcacgéo para presenca de ROS. Nas Figuras 10, D e E,
as células foram tratadas com 7,0 pmol.L™ do complexo 1, sem e com pré-
tratamento com NAC (5,0 mmol.LY), respectivamente. Observa-se um
deslocamento drastico de ambas as populacdes celulares, 75,2% em (D) e 72,2%
em (E), em direcdo aos picos onde a intensidade de fluorescéncia € menor,
indicando uma diminuicdo na quantidade de ROS promovida por ambos o0s
tratamentos, com apenas 3,0% de diferenca entre eles. Quando as células foram
tratadas com 22 pmol.L™* de cisplatina, sem e com pré-tratamento com NAC (5,0
mmol.L™"), as figuras geradas apresentaram um perfil semelhante de marcac&o
para ROS, tanto na comparacdo entre os tratamentos em (F) e (G), quanto em

relacdo a amostra ndo tratada em (A).
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Figura 10. Analise da geragdo de ROS por citometria de fluxo. Linhagem de céncer
pancreético (BxPC-3) incubada por 48 h e marcada com DCFH-DA. (A) células néo
tratadas; (B e C) tratamentos com 3,5 pmol.L™* de complexo 1; (D e E) tratamentos com
7,0 umol.L™ de complexo 1; (F e G) tratamentos com 22,0 pmol.L™ de cisplatina; (C, E e
G) amostras pré-tratadas por 2 h com 5,0 mmol.L? de NAC antes da adicdo dos
complexos.

5.5.3. A CITOTOXICIDADE DO COMPLEXO 1 E POTENCIALIZADA POR PRE-
TRATAMENTO COM NAC

Para avaliar se o pré-tratamento das células BxPC-3 com NAC interfere na
propriedade citotéxica apresentada pelo complexo 1, foram realizados ensaios
metabolicos utilizando MTT. Nestes ensaios o complexo 1 foi avaliado
isoladamente e em conjunto com pré-tratamentos com 1,25; 2,5 e 5,0 mmol.L™" de

NAC. Os valores de ICsy gerados (Tabela 4) mostram que a atividade citotoxica
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do complexo 1 foi potencializada pelo pré-tratamento com NAC. A Figura 11
mostra os gréficos representativos dos testes de MTT realizados para determinar
a combinacao ideal entre as concentracdes do complexo 1 e do NAC testadas.
Constatou-se que a combinacdo entre 1 pmol do complexo 1 e 5 mmol do NAC
reduziu drasticamente a viabilidade celular em relacdo ao tratamento sé com a
mesma concentracdo do complexo 1. Esse resultado sugere que o pré-tratamento
das células com NAC, nessas condi¢cOes, potencializa o efeito citotoxico do

complexo 1.

Tabela 4. Concentragdo inibitoria (ICsy) do tratamento s6 com complexo 1 e do
tratamento conjunto de NAC com o complexo 1 contra a linhagem BxPC-3 em 48 h de
incubacao.

ICso (Umol.L™")

Complexo 1 (C1)  C1+1,3mmol.L™" NAC C1+ 25 mmol.L" NAC C1+ 5,0 mmol.L™ NAC

2,9+0,3 0,73+0,6 0,64+05 0,6 +0,3
1.0m *kk
- B Ci

0.94 Cl1l+ 1,3 mM NAC

084 s B Cl1+ 2,5 mM NAC
o 5 [ C1+ 5,0 mM NAC
g 0.7 - ns
E 0.6- Fkk ns ns
E . *kk 7‘
E 0.5+ ™ Kk
o i T
©
< 0.4
=
o 0.3+
S
> 0.2+

0.1+
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° ¥ o N
© o o o

Complexo 1 (umol.L™})

Figura 11. Viabilidade das células BxPC-3 ap6s exposi¢cdo ao complexo 1 isoladamente
e em associac8o aos tratamentos de 1.3, 2.5 e 5.0 mmol.L™ de NAC, por 48 horas. As
curvas de dose-resposta foram obtidas no ensaio com MTT. Cada ponto de dados
representa a média £ DP. (n = 3). ns, ndo significativo; ***, P < 0. 001.
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5.5.4. AVALIACAO DE ALTERACOES NO CICLO CELULAR PROMOVIDAS
PELA ASSOCIACAO ENTRE O COMPLEXO 1 E O NAC

Para elucidar o mecanismo pelo qual o complexo 1, isoladamente e com
pré-tratamento com NAC, afeta a viabilidade celular, avaliou-se a inducdo de
apoptose por citometria de fluxo. A linhagem BxPC-3 foi tratada com o complexo
1, sem e com pré-tratamento com NAC e submetida a analise do ciclo celular
(Sub-G1). Como mostrado na Figura 12, células BxPC-3 apoptoticas foram
detectadas apés tratamento por 48 h com o complexo 1 sem e com NAC. A
amostra com células nao tratadas (Figura 12 A) e tratadas s6 com NAC (Figura 12
B) apresentam apenas 2,0% e 1,5%, respectivamente, das células na regido Sub-
G1. A Figura 12 C representa o tratamento com 1,25 pmol.L™ de complexo 1 com
2,4% das células em Sub-G1, enquanto na Figura 12 D, 23,8% das células, pré-
tratadas com 5,0 mmol.L™ de NAC e, posteriormente, tratadas com 0,25 umol.L™ de
complexo 1, encontram-se na regido Sub-G1. Nas Figuras subsequentes, 5,1% e
41,9% das células foram detectadas na regido Sub-G1l. Esses valores séao
relacionados aos tratamentos com 2,5 pmol.L™* do complexo 1 (Figura 12 E), e ao
pré-tratamento com 5,0 mmol.L" de NAC acrescido de 0,5 pmol.L™ de complexo 1
(Figura 12 F), respectivamente. Finalmente, nas Figuras 12 G e H podem ser
observados deslocamentos de 26,4% e 48,1% das populacdes celulares para as
regides sub-G1, devido aos tratamentos com 5 pmol.L™* de complexo 1 e ao pré-
tratamento com 5,0 mmol.L™ de NAC acrescido de 1,0 umol.L™ de complexo 1,
respectivamente. Esses resultados apontam para um efeito sinérgico entre o
complexo 1 e o antioxidante NAC, porém se faz necesséria uma investigacédo

mais ampla para se fazer tal inferéncia.
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Figura 12. Andlise do ciclo celular por citometria de fluxo. Células BxPC-3 incubadas por
48 h e coradas com iodeto de propidio (PI). (A) células nao tratadas; (B) tratamento com
5,0 mmol.L™ de NAC; (C) tratamento com 1,25 pmol.L™ de complexo 1; (D) tratamentos
com 5,0 mmol.L™ de NAC e 0,25 pmol.L™ de complexo 1; (E) tratamento com 2,5 pmol.L™
de complexo 1; (F) tratamentos com 5,0 mmol.L™* de NAC e 0,5 pmol.L™ de complexo 1;
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(G) tratamento com 5,0 pmol.L™ de complexo 1; (H) tratamentos com 5,0 mmol.L™ de
NAC e 1,0 umol.L™ de complexo 1.

5.6. ALTERACOES MORFOLOGICAS E ULTRAESTRUTURAIS INDUZIDAS
PELO COMPLEXO 1 NAS CELULAS BXPC-3

O efeito dos tratamentos com complexo 1 e cisplatina nas células BxPC-3
por 12 e 24 h foi investigado por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e
Microscopia Eletronica de Transmissao (MET) (Figuras 13 e 14, respectivamente).
A andlise das imagens dessas microscopias revelaram caracteristicas de morte
celular por apoptose nas células tratadas com o complexo 1 e cisplatina. A analise
por MEV mostrou células nédo tratadas (Figuras 13 A e B) bem aderidas umas as
outras, com elementos visiveis de comunicacédo intercelular (cabeca de seta) e
presenca de estruturas de adesao, filopddios e lamelipddios (seta), na superficie
da célula. Ap6s o tratamento com o complexo 1 e a cisplatina (D, F) e (E, G),
respectivamente, foram observadas alteracbes na morfologia da superficie
(asterisco), isto parece ser devido a uma reorganizacdo do citoesqueleto, com
encolhimento celular e formacéo de "blebbing” de membrana (estrela) indicativas
de apoptose.

As analises ultraestruturais por MET mostram fotomicrografias de células
nao tratadas (Figuras 14 A e B). Essas células tém caracteristicas normais, como
cromatina homogénea, mitocondrias e reticulo endoplasmatico bem distribuido e
estruturas de adesdo na superficie celular. Na Figura 14 A é observada a
presenca de vesiculas (estrela), enquanto na Figura 14 B a comunicacao
intercelular pode ser observada através do trafego vesicular (asterisco). No
entanto, a imagem representativa das células apés 12 h de tratamento com o
complexo 1 (Figura 14 C) mostra que o citoplasma € mais vesiculado (estrela) e
com uma diminui¢do nas estruturas de adesédo. O tratamento das células por 12 h
com a cisplatina (Figura 14 D) mostra que ainda ha forte adesdo célula-célula e
troca de informacdes vesiculares por meio de jungcdes comunicantes, como em
células nao tratadas (asterisco). Apos 24 h de tratamento com o complexo 1
(Figura 14 E) é possivel observar o inicio da condensacdo da cromatina na
periferia nuclear, mitocéndrias com perfis morfolégicos alterados (cabeca de

seta), perda de contato intercelular e desorganizacdo do citoplasma (estrela).
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Enquanto, ao mesmo tempo de tratamento com cisplatina (Figura 14 F), ndo
houve alteragdes significativas na perda de adesdo, mantendo o contato célula-
célula (asterisco). Além disso, as mitocondrias permaneceram com padrées
morfolégicos normais (cabeca de seta). Com base nessas observacoes, pode-se
sugerir que o complexo 1 atua mais rapidamente do que a cisplatina na promogéo
da apoptose nas células BxPC-3. A inducdo desse tipo de morte celular é
corroborada pela observacdo anterior de ativacdo das caspases (Figura 7) pelo

complexo 1 e pela cisplatina.
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Figura 13. Fotomicrografias representativas de MEV da linhagem celular BXxPC-3. (A e B)
células ndo tratadas. (C e E) células tratadas com o complexo 1 (3,5 pmol.L™"); e (D e F)
células tratadas com cisplatina (11,0 umol.L™), por 12 e 24 h, respectivamente. Simbolos:
ponta de seta, comunicacao intercelular; seta, filopédios; asterisco, lamelipédios; estrela,

formacdao de corpos apoptoticos.
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Figura 14. Morfologia ultraestrutural de células BxPC-3 analisadas por MET.
Fotomicrografias representativas: (A e B) células ndo tratadas. (C e E) células tratadas
com o complexo 1 (3,5 pmol.L™); e (D e F) células tratadas com cisplatina (11,0 umol.L™),
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por 12 e 24 h, respectivamente. Simbolos: estrela, vesiculas; asterisco, comunicacéo
intercelular vesicular; ponta de seta, mitocondrias.

5.7. ESTUDOS COM O COMPLEXO 1 SOBRE O CANCER PANCREATICO IN
VIVO

5.7.1. DESENVOLVIMENTO DE LESOES TUMORAIS EM CAMUNDONGOS
BALB/C NUDE

A metodologia adotada para a inducdo de modelo tumoral heterotépico
xenografico com células de carcinoma pancreéatico (BxPC-3) em camundongos
Balb/c nude foi bem sucedida. Os dados obtidos mostram que 2, das 3
quantidades de células testadas, induziram lesdes com volumes tumorais muito
heterogéneos entre os 2 animais de cada grupo apos 30 dias de indculo.
Enquanto um dos camundongos inoculados com 5 x 10° células desenvolveu uma
lesdo de 210,7 mm?®, o outro animal nédo apresentou lesdo aparente (Tabela 5 e
Figura 15 A). Embora o inéculo com 5 x 10° células tenha induzido o
aparecimento de lesbes em ambos os animais do grupo, 0s volumes tumorais
diferiram muito entre si (277,9 e 142,5 mm®) (Tabela 5 e Figura 15 C). No entanto,
o grupo inoculado com 1 x 10° células apresentou um resultado satisfatério, ja que
0s 2 animais desenvolveram leses com volumes semelhantes (189,6 e 180,9
mm?®) (Tabela 5 e Figura 15 B). Assim, esse experimento definiu a quantidade de
células a ser utilizada no ensaio seguinte para a avaliacdo da supressao do

crescimento tumoral promovida pelo complexo 1.

5.7.2. DETERMINACAO DA TOXICIDADE AGUDA DO COMPLEXO 1

Para obter o perfil de seguranca do complexo 1, foi avaliada a sua
toxicidade aguda em camundongos Balb/c nude. Para tal, grupos de 6 animais
foram inoculados, intraperitonealmente, com 4 doses do complexo. A sobrevida
dos animais foi monitorada a cada 24 h por 15 dias. A dose letal média (DLsp) foi
calculada a partir dos valores das porcentagens de sobrevida dos grupos em cada
concentracdo administrada, por aplicacdo do teste de regressao logaritmica nao

linear, utilizando-se o software GraphPad Prism, versdo 5.01. Conforme pode ser
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observado na Figura 16 A, a DLso calculada foi de 65,0 mg.kg™ e a sobrevida dos
camundongos, nos diferentes grupos, esta representada por curvas de

sobrevivéncia de Kaplan Meier.

5.7.3. ANALISE DA INIBICAO DO CRESCIMENTO DE LESOES DE CANCER
PANCREATICO HUMANO EM MODELO MURINO

Para avaliar o potencial inibitorio de crescimento tumoral pelo complexo 1,
foi desenvolvido um modelo xenografico de cancer pancreatico em camundongo
Balb/c nude. As lesdes tumorais foram induzidas por inoculag¢do intradérmica
dorsal de 1x10° células BXxPC-3 em 50 ML de PBS, em animais com idades entre
6-8 semanas. Posteriormente, 4 doses do tratamento foram administradas
semanalmente aos grupos (n= 6) por via intraperitoneal.

Os resultados obtidos apontam que o complexo 1 tem uma acentuada
atividade antineoplasica. O grupo tratado com 33,0 mg.kg™ apresentou indice
estatisticamente significativo de supressdo do crescimento tumoral, reduzindo em
72% o volume médio dos tumores em relacdo ao grupo controle nao tratado, ao
término do tratamento. Embora o tratamento com trés doses de 8,0 mg.kg™ do
complexo 1 tenha promovido a supressao, estatisticamente significativa, do
crescimento tumoral, esse efeito ndo foi mantido até o término do experimento. A
administragcdo da cisplatina inibiu o crescimento tumoral em 31%, quando
comparado ao grupo controle, mas esse resultado n&o foi estatisticamente
significativo (Figuras 16 B e C). Além disso, 0s animais tratados com complexo 1
nao apresentaram perda significativa de peso corporal ou outros efeitos colaterais
identificaveis durante o periodo experimental. Por outro lado, o peso corporal
meédio dos animais tratados com cispatina foi significativamente menor que o do
grupo controle (Figura 16 D).

Portanto, os resultados sugerem que o complexo 1 é mais eficaz contra o
tumor e menos téxico para 0s animais do que a cisplatina. Esse fato ressalta o
efeito promissor apresentado pelo complexo 1 frente ao cancer pancreatico. Por
conseguinte, parte dessa pesquisa resultou na submissdo de dois desses
complexos no depdsito de patente no INPI sob o N° BR 10 2019 011056 2 em
29/05/20109.
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Tabela 5. Volume tumoral (mm?®) das lesdes promovidas por inoculacéo de células BxPC-

3 em camundongos Balb/c nude.

Linhagem celular de carcinoma pancreatico (BxPC-3)

Ne de células 5x 10° 1x10° 5x 10°

Sem leséo aparente 189,6 142,5
Volume tumoral

(mm?) 210,7 180,9 2779

Figura 15. Camundongos Balb/c nude com lesbes tumorais de células de céancer
pancreatico BxPC-3, ap6s 30 dias de indculo (n= 2). Animais inoculados com 5 x 10°
células (A); 1 x 10°células (B) e 5 x 10° células (C).
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0,05; *** P < 0,001 em relagédo ao grupo controle néo tratado.
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6. DISCUSSAO

O cancer é uma doenca crénico-degenerativa que se apresenta atualmente
como um dos principais desafios da saude publica mundial. Embora avancos
significativos na terapia contra o cancer tenham sido alcangados ao longo dos
anos, alguns tipos de cancer ainda apresentam altas taxas de mortalidade, devido
as restricbes impostas pelos tratamentos utilizados rotineiramente, como 0s
efeitos colaterais severos e a resisténcia aos tratamentos (WHO, 2018, 2020).

Entre as abordagens propostas para minimizar os impactos acarretados
pelo cancer estd a sintese de complexos metalicos com potencial antineoplasico.
Tais estudos tém utilizado, além da platina, outros metais visando obter novos
compostos com vasto espectro de atuacao frente a heterogeneidade do cancer. O
uso de metais essenciais na sintese desses compostos tem como objetivo obter
moléculas que causem menor toxicidade aos tecidos ndo afetados pelo cancer
(NDAGI, MHLONGO, SOLIMAN, 2014; SANTINI, et al., 2014).

O cobre é um elemento essencial para o corpo humano e esta envolvido
em processos fisiologicos criticos. Assim, ele é considerado um potencial agente
farmacoldgico com menor toxicidade que os metais pesados ndo endégenos (GU,
et al., 2019; LU, et al.,, 2019). A observacdo de niveis elevados de cobre em
alguns tecidos cancerigenos (até 2 a 3 vezes), em compara¢do com amostras de
tecido normal correspondente, pode ser um indicativo de que esse elemento esta
associado ao desenvolvimento e progressdo do céancer. No entanto, um maior
requerimento de cobre pelas células tumorais em comparacao as células normais,
pode se tornar um alvo terapéutico contra o cancer (BHATTACHARJEE,
CHAKRABORTY, SHUKLA, 2017; MEDICI, et al., 2015; SHOBHA DEVI, et al.,
2018).

Este trabalho apresenta, inicialmente, a propriedade citotoxica dos
complexos de cobre (ll), [Cux(Salandia)Cl;] (1), [Cux(Salandif)Cl;]*2H,O (2) e
[Cu(BPAH)HO]CI; (3), em valores de ICso. Esses dados foram determinados por
meio de ensaio de MTT utilizando-se um painel com 12 linhagens neoplasicas.
Conforme avaliacdo da Tabela 1 pode-se inferir que o complexo 1 mostrou maior
citotoxicidade do que os complexos 2 e 3. No entanto, embora o complexo 2 s6
tenha sido avaliado sobre 4 linhagens neoplasicas, apresentou valores de ICsg

também promissores. Em relacdo ao complexo 3, salientam-se os resultados
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obtidos sobre as linhagens COLO 205 e NCI-H460, que mostraram valores de
ICso menores, quando comparados as demais linhagens de tumores sélidos.
Ainda que, as linhagens leucémicas tenham apresentado valores de ICsg
menores, geralmente essas células sdo mais sensiveis aos tratamentos.

Analisando-se ainda a Tabela 1, fica evidente que os complexos 1 e 2
foram marcadamente mais eficazes do que a cisplatina na diminuicdo da
viabilidade de todas as células cancerigenas testadas. Além disso, os trés
complexos mostraram maior citotoxicidade contra as linhagens neoplasicas do
que sobre as células saudaveis (PBMC) (Tabela 2), mostrando excelente indice
de seletividade para varias linhagens estudadas (Tabela 3).

Assim, essa triagem mostrou que esses novos complexos de cobre (ll),
principalmente os complexos 1 e 2, apresentam atividade citotoxica proeminente
contra células cancerigenas. Contudo, uma comparacdo com outros dados
publicados na literatura fica limitada, por causa do ineditismo dos complexos aqui
avaliados. No entanto, nossos dados estdo de acordo com relatos de Konarikova
e colaboradores (2016), que consideram os complexos de cobre (ll) promissores
no desenvolvimento de novos tratamentos para varias neoplasias malignas
(KONARIKOVA, et al., 2016; SANTINI, et al., 2014).

Para os complexos de cobre (II) aqui estudados, houve uma variacao
acentuada entre os valores de ICsy apresentados para as diferentes linhagens
neoplasicas testadas. Tal fato reflete a relevancia do potencial farmacoldgico de
cada complexo, inferindo diretamente no grau de sensibilidade de cada linhagem
celular. Essas respostas estdo relacionadas a complexidade morfolégica e
fisiologica, além das inimeras alteracdes genéticas inerentes aos diferentes tipos
de cancer, os quais revelam padrées de respostas a citotoxicidade induzida por
diferencas estruturais nessas moléculas (WANG, et al., 2019).

Entre as inumeras publicagcbes sobre a atividade antineoplasica de
complexos de cobre, Montagner e colaboradores (2015) relataram que um
complexo dinuclear contendo o ligante (2,6-bis(1,4,7-triazaciclonon-1-ilmetil)-4-
metilfenol), mostrou seletividade sendo mais citotoxico contra as linhagens
celulares de cancer de pancreas (BxPC-3, AsPC-1, Capan-1 e PANC-1) do que
sobre uma linhagem celular humana nao tumoral (HEK 293). Esse estudo
demonstrou que o complexo atua interagindo com o DNA celular e induz morte

celular por apoptose, ativando a via dependente de p53 nas células cancerigenas
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de pancreas Capan-1 (MONTAGNER, et al., 2015). Além desse, outros estudos
com complexos de cobre (II) mostraram que muitos desses derivados exibem
atividade citotéxica proeminente, geralmente relacionada a capacidade de ligar e
clivar DNA e regular a apoptose (BORGES, et al., 2016; FERNANDES, et al.,
2015).

Baseando-se nesses relatos, investigacdes foram realizadas, in vitro, para
descobrir o0 mecanismo de acdo subjacente a atividade citotoxica apresentada
pelos complexos 1 e 2 contra a linhagem de cancer de pancreas (BxPC-3). O tipo
de morte celular deflagrado em resposta ao tratamento com os complexos foi
investigpado mediante a andlise do ciclo celular em ensaio de Sub-G1l. A
distribuicdo da fluorescéncia nas células, com marcacdo do DNA por iodeto de
propideo, foi quantificada por citometria de fluxo.

Os resultados obtidos sugerem que o0s complexos promoveram morte
celular por apoptose, como pode ser observado nas Figuras 4 e 5. Tal inferéncia
baseia-se na deteccdo do padrdo de fragmentacdo do DNA, caracteristico do
processo de morte celular por apoptose. Esse evento de fragmentacdo é
promovido pela ativacdo de endonucleases nos estagios finais do processo
apoptético (KAJSTURA, et al., 2007; NUNEZ, 2001). Portanto, esses ensaios
quantificaram a fluorescéncia das células com conteaddo de DNA reduzido, as
quais apareceram na regido Sub-G1 em relacdo as fases do ciclo celular,
demonstrando alteragBes nos perfis de células tratadas em relacdo as amostras
nao tratadas. Desse modo, a inducdo de apoptose pelos complexos 1 e 2 pode
ser corroborada por um estudo anterior que obteve resultados semelhantes ao
testar o complexo de cobre (ll) [(H2L2) Cu (p-Cl) 2Cu (H2L2)] Cl,*5H,0 nas
linhagens celulares U937 e THP-1 (FERNANDES, et al., 2015).

Assim sendo, esses resultados sdo animadores jA que a inducédo de
apoptose é uma das principais consideracbes no desenvolvimento de
medicamentos antineoplasicos, dada a conexado conhecida entre o cancer e esse
tipo de morte celular. Estas consideracfes referem-se ao fato das células
apoptoticas serem transformadas em corpos apoptoéticos, os quais séo engolfados
por fagdcitos in vivo sem afetar os tecidos circundantes por ndo estimular um
processo inflamatério (COTTER, et al., 2009; JOHNSTONE; RUEFLI; LOWE,
2002).
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A fim de estruturar um protocolo abrangente, econémico e compativel com
o tempo disponivel para sua execucdo, optou-se por selecionar um complexo e
uma linhagem celular para a finalizacdo desse trabalho. Isto posto, a linhagem
BxPC-3 foi escolhida porque o cancer de pancreas é um dos mais agressivos e
letais (GUO, et al., 2017) e mostrou alta sensibilidade ao complexo 1. Assim, a
capacidade do complexo 1 de induzir morte celular por apoptose em células
BxPC-3 foi, adicionalmente, investigada quanto a alteracdes no potencial de
membrana mitocondrial. A manutencao desse potencial € um evento essencial na
viabilidade celular, pois a geracdo da maioria das moléculas de ATP, que
fornecem energia para as funcdes basicas das células, depende da integridade da
funcdo mitocondrial.

Desse modo, a analise do potencial da membrana mitocondrial (AWYm) é
um parametro usado como um indicador de morte celular, uma vez que, a
alteracdo na transicao da permeabilidade mitocondrial € um passo importante na
inducdo de apoptose (DEWSON, KLUCK, 2009; ROY, et al., 2014; ZOROVA, et
al., 2018). Além disso, a verificacdo da funcdo mitocondrial pode indicar se ha
ativacao da via intrinseca da apoptose ap6s um determinado estimulo. A perda da
fungdo mitocondrial (AWm) foi avaliada usando a sonda fluorescente cationica
lipofilica JC-1.

A andlise dos dados obtidos mostrou que as amostras tratadas, tanto pelo
complexo 1 quanto pela cisplatina, apresentaram despolarizacdo da membrana
mitocondrial (Figura 6) confirmando assim, que a atuacdo de ambos o0s
tratamentos resulta em disfuncdo das mitocondrias. Esses dados fornecem
evidéncias de que o complexo atua induzindo apoptose nas células de cancer
pancreatico, confirmando os resultados obtidos no estudo do ciclo celular.

A propriedade de induzir apoptose, evidenciada nos ensaios anteriores, foi
confirmada pela verificagdo da atividade enzimatica das caspases. Essas
proteases sdo componentes-chave do processo apoptotico. Nas células
eucariéticas normais, as caspases existem em estados inativos (procaspases) e
estdo envolvidas no crescimento e diferenciagéo celular e regulagdo da apoptose.
Quando as caspases sao ativadas, o0 programa apoptotico € acionado, causando
morte celular (TANG, et al., 2019). O padrdo de ativacao das caspases iniciadoras
e efetoras foi avaliado para esclarecimento da via apoptética desencadeada nas

células BxPC-3. Os resultados obtidos indicam a ativacédo de todas as caspases
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avaliadas em resposta aos tratamentos com o complexo 1, quando comparadas a
amostra ndo tratada. A cisplatina, usada como controle positivo, também foi capaz
de ativar todas as caspases testadas. Como visto na Figura 7, (A) e (B), as
caspases 8 e 9 foram ativadas, o que sugere que ambas as vias apoptoticas,
intrinseca e extrinseca, sdo estimuladas. Esse fato estd de acordo com a
informacdo de que a ativacdo da caspase 8 também pode levar a disfuncéo
mitocondrial, com liberac&o das proteinas mitocondriais e, consequentemente, ha
a ativacao da via intrinseca (ROY, et al., 2014; TAN, et al., 2014). Portanto, ndo &
possivel afirmar, inequivocamente, se uma das duas vias apoptoticas esta sendo
predominantemente ativada pela agéo dos tratamentos. No entanto, a ocorréncia
de morte celular por apoptose é fortemente evidenciada nessa investigacao,
consolidando assim, os dados obtidos nas experimentacfes anteriores.

Diante dos resultados promissores obtidos nos ensaios anteriores com o
complexo 1, fez-se pertinente ampliar o conhecimento sobre a sua acéo no que
se refere a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), e se essa
propriedade seria responsavel pela atividade antineoplasica apresentada. Para
determinar o nivel constitutivo de ROS presente em células BxPC-3 foi realizada a
quantificacdo por citometria de fluxo. Para tal, as células foram incubadas sem e
com concentracdes crescentes do antioxidante NAC por 3 e 48 h. Decorrido o
tempo de incubacdo, as células foram marcadas com a sonda fluorescente
DCFH-DA.

Os dados obtidos (Figuras 8 e 9) mostraram que as células BxPC-3
apresentam um perfil elevado de producéo constitutiva de ROS. Esse resultado
estd em acordo com estudos que apontam que as células cancerigenas exibem
uma maior geracdo de ROS em relagdo as células normais, sendo essa
caracteristica diretamente relacionada com a progressao tumoral e 0 processo
metastatico (FRUEHAUF, MEYSKENS, 2007). Surpreendentemente, quando as
células foram incubadas com concentracdes crescentes do antioxidante N-acetil-
L-cisteina (NAC), os percentuais de ROS aumentaram em todas as
concentracdes e tempos testados. Esse resultado diferiu de uma publicacdo que
classifica o0 NAC como uma fonte de grupos sulfidrila que atuam eliminando
radicais livres nas células, uma vez que interagem com ROS (ZAFARULLAH, et
al., 2003). Por outro lado (MEZENCEV, et al., 2013) relataram que o tratamento

de células de cancer pancreatico (AsPC-1) com 15 mmol/L de NAC aumentou a
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concentracédo de ROS. Apesar dessa dubiedade nas informacdes sobre a atuacao
do NAC, a investigagdo prosseguiu com a avaliacdo da producdo de ROS em
células BxPC-3 tratadas com complexo 1.

Essa avaliacdo verificou se o tratamento com complexo 1 interfere na
producdo de ROS em células BxPC-3. Para tal, células ndo tratadas e tratadas
por 48 h com complexo 1 e cisplatina, sem e com pré-tratamento com NAC, foram
marcadas com DCFH-DA. A emissdo de fluorescéncia foi quantificada por
citometria de fluxo (Figura 10). As células nao tratadas apresentaram um perfil
elevado de producéo constitutiva de ROS, semelhante aos resultados dos ensaios
anteriores, confirmando que essa condicdo é prevalente nessa linhagem de
cancer pancreatico.

No entanto, quando as células foram tratadas com 3,5 pmol.L™ do
complexo 1, sem e com pré-tratamento com NAC (5,0 mmol.L™"), houve uma
diminuicdo das porcentagens de células no pico onde se concentra maior
intensidade de fluorescéncia, quando comparado com a amostra nao tratada.
Contudo, a diferenca entre as amostras com e sem o pré-tratamento com NAC foi
de apenas 2,0% das células com marcacgdo para presenca de ROS. Isso sugere
que o pré-tratamento com o antioxidante promoveu uma ligeira diminuicdo na
producdo de ROS guando comparado ao tratamento s6 com o complexo 1.

Nas amostras em que o tratamento como complexo 1 foi de 7,0 pmol.L™,
houve uma diminuicdo acentuada das porcentagens de células na regido
demarcada para a marcagdao de ROS, refletindo uma diminuicdo marcante na
producdo de ROS induzida por ambos os tratamentos do complexo 1, ou seja,
com e sem NAC, em relagdo a amostra nao tratada. Entretanto, quando a
comparacao feita € entre o tratamento isolado e o tratamento conjunto com NAC,
o resultado é controverso, pois 0 esperado seria que a amostra pré-tratada com o
antioxidante apresentasse um percentual menor de células com marcacao de
ROS, mesmo que essa diferenca seja de apenas 3,0%. No entanto, pode-se
ressaltar a diminui¢do drastica na quantidade de ROS promovida por ambos os
tratamentos nessa concentracdo do complexo 1. Esses resultados sugerem que
esse complexo bloqueia a producédo de ROS, uma vez que o tratamento s6 com o
NAC nao alterou os niveis de produgdo de espécies reativas de oxigénio.

Quando as células foram tratadas com 22 pumol.L™ de cisplatina, sem e

com pré-tratamento com NAC, os resultados gerados apresentaram um perfil
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semelhante de marcacgédo para ROS, tanto na comparagao entre os tratamentos,
qguanto em relacdo a amostra ndo tratada. Esses resultados indicam que esses
tratamentos ndo alteraram as concentracbes de ROS na linhagem de céancer
pancreatico, e que o mecanismo de atuacdo do complexo 1 difere da atuacdo da
cisplatina sobre esse tipo de cancer.

Para avaliar se o pré-tratamento das células BxPC-3 com NAC interfere na
propriedade citotéxica apresentada pelo complexo 1, realizou-se ensaios
metabdlicos utilizando MTT. Nestes ensaios o complexo 1 foi avaliado
isoladamente e em conjunto com pré-tratamento com 3 concentracfes de NAC.
Os valores de ICsy gerados (Tabela 4) mostram que a atividade citotoxica do
complexo 1 foi potencializada pelo pré-tratamento com NAC. A Figura 11 mostra
um grafico representativo dos testes de MTT realizados para determinar qual a
melhor combinacéo entre as concentragdes do complexo 1 e do NAC testadas.
Nota-se que quando acontece uma combinacao entre 1 pmol do complexo 1 e 5
mmol do NAC, a viabilidade celular, no tratamento associado, baixa drasticamente
em relacdo ao tratamento s6 com a mesma concentracdo do complexo 1. Esse
resultado € indicativo de que o pré-tratamento das células com NAC, nessas
condicdes, potencializou o efeito citotoxico do complexo 1. O mecanismo
adjacente a esse resultado carece de mais investigacoes tedricas e praticas, pois
seria precipitado inferir qualquer colocacao a respeito sem base para tal. Contudo,
0os dados obtidos pareceram tdo promissores que incentivou-nos a verificar o
mecanismo de acdo de algumas dessas combinagcdes que mostraram
proeminente diminuicdo de viabilidade celular.

Buscando elucidar o mecanismo pelo qual o complexo 1 em associacao
com pré-tratamento com NAC, afetou a viabilidade celular, avaliou-se a indugéo de
apoptose por citometria de fluxo. A linhagem BxPC-3 foi tratada com o complexo
1, sem e com pré- tratamento com NAC e submetida a analise do ciclo celular
(Sub-G1). Avaliando-se os dados obtidos (Figura 12) verifica-se que as amostras
com células nédo tratadas e tratadas s6 com o NAC apresentaram baixos
percentuais de células apoptéticas, o que mostra que o tratamento sé com NAC
nao leva uma quantidade significativa de células a morte. No entanto, ao analisar
as amostras tratadas s6 com o complexo 1 e em cojunto com NAC, percebe-se
gue a associacao de uma concentragao quatro vezes menor do complexo 1 com o

antioxidante & capaz de promover percentuais de apoptose maiores que O
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complexo isoladamente. Esses resultados apontam para um efeito sinergético
entre o complexo 1 e o antioxidante NAC, porém se faz necessario uma
investigacdo mais ampla para se fazer tal inferéncia.

No entanto, € importante ressaltar que a possibilidade de ocorréncia de
sinergismo representa um achado muito promissor, uma vez que um efeito
sinergético entre substancias é uma estratégia eficaz no tratamento de doencas.
Os beneficios dessa interacdo implicam em reducdo de doses administradas,
aumento da eficacia farmacolégica, reducdo de efeitos colaterais e retardo no
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia (CHOU, 2010).

Os resultados da investigacdo por ensaios quantitativos, quanto a
capacidade de inducdo de apoptose, foram confrontados por ensaios qualitativos
de Microscopias Eletrénicas de Transmissdo (TEM) e Varredura (MEV). Essas
microscopias constituem-se metodologias adequadas para a verificagdo de
alterac6es morfoldgicas e ultraestruturais tipicas de morte celular por apoptose.

As fotomicrografias obtidas, apos o tratamento das células com o complexo
1 e a cisplatina, apresentam alteracdes morfolégicas e ultraestruturais que
reforcam a ocorréncia de apoptose. As alteracfes fenotipicas mais contundentes
observadas foram um aumento de vesiculas citoplasmaticas, perda de contato
intercelular, desorganizacéo do citoplasma, formacéo de"blebbing" de membrana,
diminuicdo das microvilosidades na superficie celular, condensacdo do DNA, além
de mitocondrias e reticulo endoplasmatico com perfis morfologicos alterados
(Figuras 13 e 14).

Baseando-se nessas observacdes, pode-se inferir que o complexo 1 e a
cisplatina atuam na promocdo de apoptose nas células BxPC-3, corroborando
com os resultados dos ensaios anteriores, principalmente, a ativacdo das
caspases, uma vez que, essas enzimas clivam os substratos celulares causando
uma desorganizacdo do citoplasma e, consequentemente, o aparecimento de
alteracdes morfologicas e ultraestruturais.

Tais alteracdes séo decorrentes, principalmente, da clivagem de substratos
intracelulares componentes do citoesqueleto pelas caspases. Um desses
substratos € a actina, que quando clivada, causa um rearranjo na distribuicdo das
organelas e altera a forma da célula. Esse processo provoca picnose celular,
desestabiliza a membrana plasmatica e, consequentemente, gera protusées
chamadas de "blebbing" da membrana (AL-BAHLANI, et al., 2017). Outras
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alteracOes sédo causadas pela atividade efetora da caspase 3 que ativa a enzima
DNAse. Em seguida, essa enzima entra no nucleo e cliva o DNA, desestruturando
0 genoma que se condensa. A atividade das caspases também promove a
desestabilizacdo da lamina nuclear, tornando o nucleo picnético e fragmentado
(ELMORE, 2007; WONG, 2011).

Além da seletividade de atuacdo sobre as células cancerigenas, é de
fundamental importancia que substancias candidatas a se tornarem
medicamentos antineoplasicos ndo promovam morte celular por necrose. Essa
proposicdo é feita com base em estudos patolégicos que afirmam que a
ocorréncia de taxas necroticas superiores a 5% do numero total de células de um
organismo geram reacfes inflamatdrias incompativeis com a vida (KUMAR,
ABBAS, FAUSTO, 2018). Por isso, deve-se enfatizar a importancia da promoc¢ao
de apoptose na identificacdo de moléculas com potencial antineoplasico, uma vez
que esse tipo de morte celular ndo libera mediadores pro-inflamatorios.

Vérios complexos de cobre (ll) tém sido sintetizados e propostos como
potenciais agentes anticancer com base em ensaios in vitro, entretanto esses
efeitos sdo pouco investigados em modelos in vivo. Aqui, essa investigacdo se
estendeu para essa modalidade com a obtencéo de resultados promissores.

O perfil de seguranca do complexo 1 foi avaliado in vivo pela determinacao
da sua toxicidade aguda em camundongos Balb/c nude. Conforme pode ser
observado na Figura 16 (A) a DLs (dose letal para 50 % dos animais) foi de 65,0
mg.kg™ do animal. Este valor é muito superior ao descrito na literatura para a
cisplatina que é de 6,6 mg.kg” do animal (ASTON, et al., 2017), o que significa
gue o complexo de cobre é quase 10 vezes menos toxico aos animais, quando
comparado a esse farmaco convencional utilizado na clinica oncolégica. Portanto,
esse dado toxicolégico € promissor, indicando uma boa toleréncia sistémica ao
complexo.

O desenvolvimento de lesGes tumorais heterotopicas xenograficas em
modelos murinos permitem testar as propriedades terapéuticas de novas
substancias. A metodologia adotada para a indu¢cdo de modelo tumoral com
células de carcinoma pancreatico (BxPC-3) em camundongos Balb/c nude foi bem
sucedida. Os dados obtidos (Tabela 5 e Figura 15) indicam que houve
reprodutibilidade e otimizacdo do método utilizado por Lu, et al. (2008) que

necessitou de uma concentracao celular 10 vezes maior para induzir tumor com
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essa linhagem celular (LU, et al., 2008). Além disso, o éxito desse trabalho foi
importante para 0 prosseguimento da experimentacdo de verificagcdo de
supresséao do crescimento tumoral pelo complexo.

Para avaliar o potencial inibitorio de crescimento tumoral pelo complexo 1,
o modelo de cancer pancreatico, anteriormente descrito, foi reproduzido numa
quantidade de camundongos Balb/c nude necessaria para a experimentacdo. Os
resultados obtidos apontam que o complexo 1 tem uma acentuada atividade
antineoplasica. O grupo tratado com 33,0 mg.kg' apresentou indice
estatisticamente significativo de supressdo do crescimento tumoral, reduzindo em
72% o volume médio dos tumores em relacdo ao grupo controle nao tratado, ao
término do tratamento. Embora o tratamento com trés doses de 8,0 mg.kg™ do
complexo 1 tenha promovido a supressao, estatisticamente significativa, do
crescimento tumoral, esse efeito ndo foi mantido até o término do experimento. A
administracdo da cisplatina inibiu o crescimento tumoral em 31%, quando
comparado ao grupo controle, mas esse resultado ndo foi estatisticamente
significativo (Figura 16, B e C). Além disso, os animais tratados com complexo 1
nao apresentaram perda significativa de peso corporal ou outros efeitos colaterais
identificaveis durante o periodo experimental. Por outro lado, o peso corporal
meédio dos animais tratados com cisplatina foi significativamente menor que o do
grupo controle. Portanto, os resultados indicam que o complexo 1 é mais efetivo
contra o tumor e menos téxico para os animais do que a cisplatina. Esse fato
ressalta o efeito promissor apresentado pelo complexo 1 frente ao cancer
pancreatico. Além disso, essa modalidade de experimentacdo € muito relevante
para 0 avanco das pesquisas, uma vez que existem poucas publicacbes de
investigagdes sobre os efeitos de complexos de cobre em modelos in vivo
(SANTINI, et al., 2014).

Por conseguinte, a heterogenia das neoplasias é condi¢do inquestionavel
de necessidade de estratégias inovadoras para contornar deficiéncias recorrentes
nos tratamentos disponiveis atualmente. Dessa forma, nossos achados sao
promissores e instigantes para a realizacdo de estudos complementares com
grande potencial de desenvolvimento de um medicamento antineoplasico.

Por fim, esse trabalho resultou em um depédsito de patente no Instituto
Nacional da Propriedade Industrial (N° BR 10 2019 011056 2) (KANASHIRO,
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M.M., et al., 2019) e na redacdo de um manuscrito que sera submetido para

publicacéo.
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7. CONCLUSOES

Este estudo demonstrou a atividade citotoxica in vitro de trés novos
complexos de cobre (Il), sendo, dois binucleares ([Cux(Salandia)Cl]) (1) e
([Cuy(SalandiB)Cl;]*2H,0) (2) e um mononuclear [Cu(BPAH)H,O]CI, (3). O
complexo 1 foi um pouco mais ativo que o complexo 2, e ambos foram bem mais
ativos que o complexo 3 quando testados em células cancerigenas;

Todos os trés complexos foram menos citotoxicos sobre células saudaveis,
quando comparado as células cancerigenas, apresentando indice de seletividade
para a maioria das linhagens;

Os complexos 1 e 2 induziram fragmentacdo do DNA sugestiva de morte
celular por apoptose em células BxPC-3;

Estudos adicionais, quantitativos e qualitativos, com o complexo 1 sugerem
a inducdo de morte celular apoptoética, pela ativagcdo das vias intrinseca e
extrinseca, em células BxPC-3;

O pré-tratamento de células BxPC-3 com um antioxidante potencializou a
atividade citotéxica e a capacidade de induzir apoptose do complexo 1;

O complexo 1 mostrou um excelente perfil de seguranga em camundongos
Balb/c nude, e foi capaz de inibir significativamente o crescimento de lesbes
tumorais de cancer pancreéatico, sem reducédo significativa do peso corporal dos
animais;

Por fim, o conjunto de dados apresentados incita a perspectiva de novas
pesquisas com esse complexo, visando consolidar o conhecimento do seu

potencial antineoplasico.
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