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RESUMO  

 

O câncer é considerado uma doença crônico-degenerativa que engloba um conjunto 

heterogêneo de mais de 200 tipos caracterizados, principalmente, por uma proliferação desordenada 

e descontrolada de células anormais que crescem além de seus limites usuais. Essa doença 

apresenta altas taxas de incidência e mortalidade, gerando impactos relevantes na saúde pública 

mundial. Desde o advento da cisplatina na terapia oncológica, inúmeros estudos buscam o 

desenvolvimento de novos fármacos baseados em metal que apresentem atividade 

antineoplásica mais seletiva e menos tóxica. Neste contexto, este trabalho teve como 

objetivo estudar o potencial citotóxico de um composto de coordenação de cobre (II) 

(H31) e um de platina (II) (H39) por meio de testes in vitro. Os compostos foram estudados 

frente as seguintes linhagens neoplásicas humanas: H460 e A549 (carcinomas de pulmão), 

MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama), PC3 (carcinoma de próstata), U937 (linfoma 

histiocítico), MOLT-4 (leucemia linfoblástica aguda) e THP-1 (leucemia monocítica aguda). O 

ensaio de viabilidade celular baseado na metabolização do MTT foi realizado para 

determinar a concentração inibitória (IC50) dos compostos. Os resultados apontam que os dois 

complexos foram ativos, assim como o ligante (H31) quando testado sozinho, e apresentaram 

propriedades citotóxicas acentuada contra as células neoplásica, sendo que o complexo de cobre 

(II) (H31) foi marcadamente mais eficaz do que a cisplatina sobre as 7 linhagens de origem 

neoplásica humanas. A investigação da via de morte foi realizada contra a linhagem H460, por 

apresentar elevada sensibilidade frente ao tratamento com o complexo de cobre (II) (H31), com 

uma IC50 de 0,9 μmol/L contra 25 μmol/L da cisplatina, bem como pelo comportamento 

agressivo da doença. O mecanismo de ação promovido pelo complexo de cobre (II) H31 

através do ensaio SUB-G1 sugere a indução de apoptose, devido ao padrão de fragmentação 

do DNA celular detectado em citometria de fluxo. Os resultados mostram ainda um possível 

envolvimento da mitocôndria no processo de morte celular, promovendo a perda do 

potencial de membrana mitocondrial (JC-1), bem como o aumento nos níveis de geração 

de ERO's após o tratamento com o complexo. Por fim, ressalta-se que o complexo de cobre 

(II) (H31) tem potencial como agente antineoplásico, abrindo a perspectiva para outras 

pesquisas no desenvolvimento de novos quimioterápicos. 

 

Palavras-chave: câncer, complexos de cobre (II), atividade citotóxica.  
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ABSTRACT 

 

Cancer is considered a chronic-degenerative disease that englobes a heterogeneous set of more 

than 200 diseases characterized mainly by a disordered and uncontrolled proliferation of 

abnormal cells that grow beyond their usual limits. This disease has high incidence and 

mortality rates, generating relevant impacts on global public health. Since the advent of 

cisplatin in cancer therapy, numerous studies have sought the development of new metal-based 

drugs that have more selective and less toxic antineoplastic activity. In this context, the present 

work had as objective the study of the cytotoxic potential of a copper (II) (H31) and a platinum 

(II) (H39) coordination compound through in vitro tests. The compounds were evaluated 

against the following human neoplastic lines: H460 and A549 (lung carcinoma), MDA-MB-

231 (breast adenocarcinoma), PC3 (prostate carcinoma), U937 (histiocytic lymphoma), MOLT-

4 (acute lymphoblastic leukemia) and THP-1 (acute monocytic leukemia). Cell viability assay 

by MTT metabolism was performed to determine the inhibitory concentration (IC50) The results 

indicate that the two complexes were active, as well as the ligand (H31) when tested alone, and 

showed marked cytotoxic properties against neoplastic cells, with the copper (II) complex 

(H31) being markedly more effective than the cisplatin on the 7 lineages of human neoplastic 

origin.The investigation of the cell death pathway was carried out with the cell line H460, for 

presenting high sensitivity to treatment with the copper (II) complex (H31), with an IC50 of 0.9 

μmol/L against 25 μmol/L of cisplatin, as well as for the aggressive behavior of the disease. 

The mechanism of action promoted by copper (II) complex H31 through the SUB-G1 assay 

suggests the induction of apoptosis, due to the pattern of cellular DNA fragmentation detected 

in flow cytometry. The results also show a possible involvement of mitochondria in the cell 

death process, promoting the loss of mitochondrial membrane potential (JC-1), as well as an 

increase in the levels of ROS generation after treatment with the complex. Finally, it is 

emphasized that copper (II) complex (H31) has potential as antineoplastic agent, opening the 

perspective for further research in the development of new chemotherapeutic agents. 

 

Keywords: Cancer. Copper (II) complexes. Cytotoxic activity. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. CÂNCER: Características gerais 

O câncer é uma das principais doença da atualidade e se apresenta como um grande 

desafio, gerando impactos relevantes na saúde pública mundial (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 

2019). A palavra câncer é um termo genérico, usado para denominar neoplasias malignas, que 

tem como características principais a proliferação de células anormais que se desenvolvem de 

forma desordenada e descontrolada, evadindo-se de seus limites anatômicos normais e com 

potencial invasivo e metastático (AHMAD & AHSAN, 2020; GUTSCHNER & DIEDERICHS, 

2012; PUGAZHENDHI ET AL., 2018). 

De acordo com o Instituto Nacional de Câncer José de Alencar (INCA, 2022), a 

incidência de novos casos ocorre principalmente por fatores ambientais e com a exposição dos 

indivíduos aos denominados carcinógenos, dentre os quais, destacam-se a obesidade, 

sedentarismo, dieta pobre em vegetais, tabagismo e o consumo excessivo de bebidas alcoólicas, 

bem como por fatores genéticos. Os tipos de câncer mais estimados na população brasileira são 

apresentados na Figura 1. Espera-se ainda que 625 mil novos casos de câncer surjam a cada 

ano entre 2020 a 2022.  

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), se as tendências atuais continuarem, 

pode-se esperar um aumento mundial de 60% nos casos de câncer nas duas próximas décadas. 

Os países de baixa e média renda terão o maior ônus com 81% de novos casos estimados da 

doença, pois os seus serviços de saúde não estão equipados para prevenir, diagnosticar e tratar 

cânceres (WHO, 2022). 

Figura 1. Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2020 por sexo, 

exceto pele não melanoma* (INCA, 2021). 
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No Brasil, o câncer de pulmão ocupa a terceira neoplasia mais comum entre os homens, 

e a quarta mais incidente entre as mulheres (INCA, 2021). Em uma análise geral, essa neoplasia 

pulmonar atinge números alarmantes e abrange 18,4 % das mortes relacionadas em todo o 

mundo (ARFFMAN et al., 2018; BRAY et al., 2018; HUANG et al., 2020). 

O levantamento realizado pelo INCA (2021) retrata um alto índice em diferentes tipos 

de neoplasias que se fossem diagnosticadas no seu processo inicial, poderiam promover um 

quadro de saúde diferenciado aos pacientes, tendo como resultante uma redução nos novos 

casos. O diagnóstico tardio, contribui para uma possível progressão da doença ou até mesmo a 

morte. Esses atrasos estão parcialmente relacionados à disponibilidade limitada de 

procedimentos diagnósticos como biópsias (percutâneas ou cirúrgicas), mediastinoscopias e 

broncoscopias no sistema público de saúde (TSUKAZAN et al., 2018). 

As células cancerígenas são derivadas de alterações genéticas, desencadeadas quando 

ocorrem falhas na atividade normal celular, devido às mutações em genes específicos que 

controlam os processos de regulação do ciclo celular e do processo de morte celular 

programada. Os principais grupos de genes responsáveis pelo processo de cancerogênese são 

os proto-oncogenes e os genes supressores de tumor. Os proto-oncogenes são inativos em 

células normais, no entanto, quando sofrem alterações estruturais, tornam-se ativos, passando 

a ser denotado como oncogenes, contribuindo desta forma para o desenvolvimento de 

neoplasias (KUMAR et al., 2011; TOMASETTI; VOGELSTEIN, 2015). Já os genes 

supressores de tumor estão associados às vias de inibição do ciclo celular, reparo do DNA e 

apoptose. Quando a estabilidade desses genes é perturbada, a célula perde o controle da divisão 

celular, o que pode colaborar para o desenvolvimento da doença, transformando as células 

normais em células malignas (SINHA, 2018). 

Acredita-se que o vasto genótipo de células tumorais seja resultado da manifestação de 

inúmeras alterações essenciais na fisiologia celular, que coletivamente ditam o crescimento de 

células malignas. Os principais eventos dessas células transformadas foram elucidados no 

trabalho de Hanahan e Weinber (2011), no qual em uma recente publicação, Hanahan (2022) 

apresentou uma refinada revisão, que agrupam características adicionais, sendo estas o 

“desbloqueio de plasticidade fenotípica”, “reprogramação epigenética não mutacional”, 

“microbiomas polimórficos” e “células senescentes” (Figura 2) (HANAHAN, 2022; 

HANAHAN; WEINBERG, 2011). 
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Figura 2. A esquerda: características adquiridas pelas células tumorais. A direita: as novas marcas adicionais do 

câncer (Modificado de HANAHAN E WEINBERG, 2022).  

 

Uma das principais características das neoplasias malignas é a capacidade de realizar 

metástase. Este processo consiste na disseminação sistêmica de células cancerígenas através da 

invasão da matriz extracelular e da membrana basal de vasos sanguíneos e linfáticos.  Assim, o 

câncer se dissemina além do local de onde se iniciou (sítio primário) para outras partes do corpo. 

O processo metastático dificulta a erradicação do câncer, uma vez que a localização e a extensão 

das lesões podem ser incompatíveis com ressecções cirúrgicas, radioterapia e outros 

tratamentos. Por isso, os altos índices de óbitos causados por câncer são resultantes das 

metástases ocorridas (CHEN; HANN; WU, 2011; KAWADA; TAKETO, 2011).  

Ademais, a heterogeneidade de fenótipos celulares é observada também em células 

tronco tumorais, que por influência da estrutura do microambiente tumoral (Figura 3)  possuem 

a capacidade de auto renovação, iniciação e migração celular (CHOUAIB et al., 2014), podendo 

ainda exibir plasticidade pela transição reversível entre os estados células-tronco e não-tronco, 

onde, essa plasticidade fenotípica favorece a proliferação dessas células alteradas, uma vez que 

o sistema imunológico não consegue identificar tais alternâncias, favorecendo assim, a 

adaptação do tumor a um ambiente seletivo, gerando subpopulações tumorais mais 

especializadas, e tornando-as mais resistentes às terapias antitumorais  (KRESO; DICK, 2014; 

MARUSYK; ALMENDRO; POLYAK, 2012; PLAKS; KONG; WERB, 2015). 
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Figura 3. Condição do microambiente tumoral (Modificado de CHOUAIB et al., 2014). 

 

Os diferentes tipos de cânceres podem ser agrupados em seis categorias principais: 

carcinoma, sarcoma, mieloma, linfoma, leucemia e tipos mistos. Os carcinomas se originam de 

células epiteliais de revestimento externo e interno, os sarcomas são originários dos tecidos 

conjuntivos como ossos, tendões, cartilagem, músculo e gordura. Mieloma é a nomenclatura 

dada ao câncer originado dos plasmócitos da medula óssea (WEINBERG, 2008). Os cânceres 

derivados de células dos tecidos linfáticos denominam-se linfomas. Os cânceres que se 

desenvolvem no tecido hematopoiético medular são chamados de leucemias, e por fim, a 

denominação de tipos mistos se refere aos cânceres que apresentam categorias histológicas 

distintas em uma mesma neoplasia (ALBERTS, et al., 2010; KUMAR, ABBAS, FAUSTO, 

2018). Essa diversidade de neoplasias surge de acordo com a variação de células humanas, o 

que propicia o surgimento de inúmeros cânceres (PETERS; GONZALEZ, 2018). 

Desta forma, o conhecimento acerca dos fatores que influenciam a cancerogênese ainda 

não está completamente elucidado, mas os estudos apontam que as alterações genéticas e 

epigenéticas caracterizam o fenótipo maligno das células cancerígenas. Entre essas alterações 

estão correlacionadas com falhas na execução dos mecanismos de morte celular, dentre as 

quais, destacam-se as vias apoptóticas (LÓPEZ-LÁZARO, 2018). 

Isto posto, destaca-se que o percentual de óbito se relaciona diretamente com os aspectos 

socioeconômicos e políticos, sendo a estruturação do sistema de saúde essencial para medidas 

preventivas, com diagnóstico precoce e preciso, com o tratamento adequado para as populações 
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de baixas e médias rendas. Essas questões são de extrema importância para reduzir as taxas de 

mortalidade retratadas até então (BARBOSA et al., 2015; CONG et al., 2020). 

 

1.2. MECANISMOS DE MORTE CELULAR 

A morte celular é uma resposta fundamental na formação e na manutenção da 

homeostase de um organismo vivo. Além disso, a regulação da morte celular desempenha um 

papel central sobre o metabolismo, em respostas a danos ao DNA e no desenvolvimento de 

células de defesa, sendo o desequilíbrio deste processo correlacionado com várias doenças, 

incluindo o câncer (TANG et al., 2019). 

Um dos tipos de morte celular mais bem estudado é a morte por apoptose. O termo 

apoptose foi cunhado por Jonh Kerr e colaboradores em meados da década de 1960. A palavra 

apoptose significa “o ato de cair” como caem as pétalas das flores e as folhas das árvores, e foi 

escolhida porque sugere perdas (a morte celular, no caso) benéficas, necessárias ao bom 

funcionamento e à sobrevivência do organismo (FUCHS; STELLER, 2015; LOCKSHIN; 

WILLIAMS, 1964). Com o estabelecimento da microscopia eletrônica na década de 1970, foi 

possível diferenciar melhor os tipos de morte ocorridos nas células, agrupando características 

morfológicas que definem, por exemplo, quando um processo é por apoptose ou necrose 

(FUCHS; STELLER, 2015; KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972). 

Inúmeros mecanismos de morte celular foram descritos no trabalho de Galluzzi e 

colaboradores (2018), e um número crescente de novas formas de morte celular não-apoptótica 

foram identificadas e estão cada vez mais implicadas em várias patologias humanas, dentre as 

quais, a piroptose, morte celular netótica, autose, ferroptose e necroptose. Contudo, os 

principais tipos de morte celular melhor elucidadas são a apoptose, necrose e morte celular 

autofágica (GALLUZZI et al., 2018).   

A apoptose é um processo de morte celular programada que ocorre por meio de vias 

altamente reguladas. Quando esse processo é ativado, é desencadeado uma cascata de 

sinalizações indicando que aquela célula precisa morrer. Tal mecanismo é central para vários 

processos biológicos e pode ser ativado em resposta a estímulos específicos como mecanismo 

de defesa, reações imunológicas ou a várias formas de injúria ou estresse celular, garantindo 

assim o equilíbrio homeostático entre as taxas de proliferação e morte celular  (HASSAN et al., 

2014). Esse mecanismo de morte é controlado pelas proteínas da família BCL-2, que possui 
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componentes pró-apoptóticos (BAX, BAK) e anti-apoptóticas (BCL-2, BCL-W, BCL-XL, 

BFL1, MCL1) (MAIORAL et al., 2013). Tais proteínas participam de uma cascata de 

sinalização que promovem uma posterior ativação das caspases, um grupo de proteases, que 

são responsáveis pela degradação de componentes celulares, tornando possível a ação de células 

fagocitárias, evitando, dessa forma, o processo inflamatório  (SINGH; LETAI; SAROSIEK, 

2019). 

A apoptose é um processo de morte ativo que não causa inflamação, mediada por 

estímulos internos ou externos, que podem ocorrer por meio de duas vias características (Figura 

4), a via extrínseca (citoplasmática) e a via intrínseca, esta última sendo ainda subdividida em 

via mitocondrial ou mediada pelo reticulo endoplasmático (PEIXOTO; DE OLIVEIRA 

GALVÃO; BATISTUZZO DE MEDEIROS, 2017).  

 

Figura 4. Esquema representativo das vias apoptóticas extrínseca (citoplasmática) e intrínseca (mitocondrial) – 

(Modificado de TANG et al., 2019). 

 

A via extrínseca ocorre por sinalização externa, com a ativação de receptores de morte 

na superfície da membrana celular, sendo estes pertencentes à família dos receptores de fator 

de necrose tumoral, sendo o receptor FAS, um dos mais importantes indutores de apoptose. 

Quando os receptores de morte, presentes na membrana plasmática (FAS, TNFRSF10A, 

TRAIL e TNFRSF1A) interagem com seus ligantes (Fas-L, TNFRSF10 e TNF) promove o 

recrutamento de uma molécula adaptadora (FADD) que resulta na clivagem das pro-caspases 8 

e 10 tornando-as ativas, que em seguida ativam as caspases efetoras 3, 6 e 7 (XIAO et al., 2019). 

A via extrínseca pode ainda ativar a via intrínseca quando a caspase 8 cliva o BID (um membro 
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pró-apoptótico da família BCL-2), presente no citoplasma, originando sua forma ativa (tBID), 

e que ao sofrer translocação para as mitocôndrias, tBID interage com as proteínas pro-

apoptóticas (BAX, BID), resultando na permeabilização da membrana externa mitocondrial 

(MOMP), o que propicia a liberação de citocromo C e posterior ativação da caspase 9 

(KALKAVAN; GREEN, 2017; TANG et al., 2019; XIAO et al., 2019).  

Já a via intrínseca ocorre pela ação de diversos fatores que advêm de eventos 

intracelulares, tais como: hipóxia, concentrações elevadas de Ca2+, hormônios, radiação, 

toxinas, e aumentos nos níveis constitutivos de espécies reativas de oxigênio (ERO's) 

(ASHKENAZI, 2008; CHIPUK; BOUCHIER-HAYES; GREEN, 2006; OBENG, 2020). Esses 

processos desencadeiam a liberação de proteínas pró- apoptóticas, como exemplo, a liberação 

do citocromo C no citosol que se liga à Apaf-1 e a pró-caspase 9 formando um complexo 

denotado como “apoptossomo”, promovendo a ativação catalítica da caspase 9, que 

posteriormente cliva e ativa a caspase 3 efetora, resultando em futura clivagem de alvos 

celulares levando a célula a morte de forma ordenada (HASSAN et al., 2014; SAELENS et al., 

2004; XU et al., 2015). 

Em contrapartida, a via intrínseca ativada pelo retículo endoplasmático ocorre quando 

há excesso de ERO's, níveis diminuídos de glicose, infecções virais, entre outros. O estresse 

reticular, faz com que as ligações dissulfeto sejam inibidas, sendo este fator prejudicial ao 

dobramento de proteínas na organela. Como consequência, essas proteínas mal enoveladas vão 

se acumulando no lúmen do retículo endoplasmático, induzindo apoptose, através da ativação 

da caspase 12 e da promoção da permeabilização da membrana mitocondrial (ROZPEDEK et 

al., 2016). 

Apesar das vias apoptóticas serem conduzidas por componentes bioquímicos distintos, 

elas convergem a uma via comum de execução, e acarretam as alterações morfológicas bem 

marcantes, incluindo a retração celular (picnose), o que ocasiona a perda da aderência com a 

matriz extracelular e com as células vizinhas, condensação da cromatina e fragmentação do 

DNA. A seguir são formados prolongamentos de membrana celular contendo as organelas, que 

se alongam e rompem dando origem aos corpos apoptóticos que logo serão fagocitados por 

macrófagos. Além disso, apresentam alterações bioquímicas, como a externalização de 

fosfatidilserina na membrana plasmática, fragmentação específica do DNA através da atividade 

de endonucleases liberadas e a ativação de caspases (SU et al., 2019). 
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O mecanismo de morte celular por necrose (Figura 5) se diferencia da apoptose por ser 

um tipo de morte celular descrita como “acidental” sem controle genético, ocorrendo devido 

aos danos físicos (altas temperaturas, radiação) e químicos no ambiente celular (quimioterapia, 

drogas ilícitas, agrotóxicos) (VANDEN BERGHE et al., 2013). As células necróticas 

apresentam características morfológicas como o aumento do volume celular, vacuolização 

citoplasmática, degeneração de organelas e perda da integridade da membrana com consequente 

ruptura celular (ZIEGLER; GROSCURTH, 200). Esse processo passivo de morte celular gera 

danos às células circunvizinhas acarretando uma reação inflamatória no local (PORTUGAL; 

BATALLER; MANSILLA, 2009; TAN et al., 2014).  

 

     Figura 5. Diferença entre a morte celular por apoptose e por necrose (TERRA, 2016). 

 

 Já a autofagia, se caracteriza como uma via conservada geneticamente capaz de 

controlar a degradação e reciclagem de componentes do citosol e organelas celulares 

danificadas, para manutenção da homeostase celular em condições adversas como privação de 

nutrientes, presença de patógenos e toxinas. No entanto, em certas condições patológicas, a 

persistência da autofagia pode induzir morte celular, deflagrando um processo de morte 

silencioso, sem ativar resposta inflamatória (CHEN et al., 2014). 

A morte celular autofágica tem sido classificada como morte celular programada tipo 

II, pois ocorrem por mecanismo não-apoptótico, uma vez que as células apresentam 

características morfológicas e bioquímicas diferente dos processos apoptóticos, com ativação 

de um sistema lisossomal (LOCKSHIN; ZAKERI, 2004). Este mecanismo tem como 
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importante função a degradação e reciclagem de componentes celulares desnecessários ou não 

funcionais para a célula (SHINTANI; KLIONSKY, 2004). 

São três os tipos de morte celular autofágica: microautofagia, macroautofagia e 

autofagia mediada por chaperonas (Figura 6). Na macroautofagia, o alvo a ser eliminado é 

envolvido por projeções de membrana citoplasmática, mitocondrial ou reticular, originando um 

autofagossoma que se une ao lisossomo originando o autofagolisossoma e então há degradação 

do conteúdo do vacúolo por meio das enzimas lisossomais (PARZYCH; KLIONSKY, 2014). 

A autofagia mediada por chaperonas ocorre com a translocação de proteínas para o lisossoma, 

através da interação com o receptor LAMP-2A presente na membrana lisossomal, resultando 

no desdobramento e degradação da proteína (LEVINE; MIZUSHIMA; VIRGIN, 2011). Já a 

microautofagia, por outro lado, corresponde à incorporação do conteúdo citoplasmático aos 

lisossomos por meios da invaginação da membrana desta organela (YANG; KLIONSKY, 

2010). 

Disto isto, devido ao processo apoptótico não desencadear uma resposta inflamatória no 

organismo, fármacos que regulam esta via de morte das células tumorais são potenciais alvos 

para o desenvolvimento de novas drogas e constitui-se uma importante estratégia terapêutica 

na prática clínica para o tratamento de neoplasias. 

 

 

 

Figura 6. Representação esquemática dos tipos de autofagia: Macroautofagia, microautofagia e autofagia 

mediada por chaperonas (Modificado de PARZYCH; KLIONSKY, 2014). 
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1.3. TRATAMENTO DE NEOPLASIAS 

As principais terapêuticas do câncer atualmente envolvem a aplicação da radioterapia, 

cirurgia e a quimioterapia, como métodos elegíveis aos pacientes com doenças localizadas ou 

quando o câncer é sensível a um determinado tratamento (INCA, 2022; WANG et al., 2019).  

Um método bastante eficaz como tratamento local de cânceres que ainda não se 

disseminaram é a radioterapia, que tem como objetivo promover uma extensa lesão no DNA 

das células neoplásicas, inviabilizando sua divisão e sobrevivência (GRUTTERS et al., 2010). 

Essa modalidade terapêutica utiliza feixes de radiações em células classificadas como malignas, 

impedindo possíveis multiplicações por mitose e/ou induzindo a morte celular (ORTH et al., 

2014). 

Como uma outra vertente de tratamentos, o procedimento cirúrgico tem a capacidade de 

erradicação de tumores locais aumentando a sobrevida dos pacientes (MAJEWSKI et al., 2012). 

A cirurgia só ocorre quando a localização do tumor é anatomicamente favorável para que seja 

removido. No entanto, em muitos tipos de cânceres, nos quais as células estão disseminadas 

sistemicamente, apenas esse procedimento não é suficiente, nestes casos há a necessidade de 

uma associação de terapias para a contenção da doença (ALBERTS; WILSON; HUNT, 2008). 

O tratamento quimioterápico consiste na administração de um ou uma combinação de 

medicamentos que têm ação citotóxica frente as células tumorais, capaz de matar as células ou 

inibir sua proliferação. Com isso, o tratamento pode ser, curativo ou paliativo (DEVITA; CHU, 

2008; NYGREN, 2009). Os compostos antineoplásicos são classificados de acordo com a sua 

interação com o DNA. Sendo organizados em diferentes categorias, dentre as quais os 

alquilantes, os antimetabólicos, os antibióticos antineoplásicos e os inibidores mitóticos 

(FUCHS; WANMACHER; FERREIRA, 2006; GUICHARD et al., 2017; RAPOSO; PILLER, 

2018). 

 Os agentes antineoplásicos classificados como antimetabólicos atuam na fase de síntese 

de DNA do ciclo celular. Essa ação consiste na inibição da biossíntese de componentes 

essenciais para a duplicação do material genético, desta forma, impede o metabolismo celular 

normal e, como resultado, a proliferação celular (GUICHARD et al., 2017).  

Os antibióticos antineoplásicos possuem um mecanismo de ação que consiste na 

produção de radicais livres reativos, pela incorporação de excesso de elétrons em seus anéis 

insaturados, que vão interagir com o DNA e a síntese será inibida. Alguns antibióticos possuem 
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outros grupos funcionais, conferindo assim, diferentes propriedades como a alquilação, a 

inibição enzimática e a intercalação ao DNA (DE ALMEIDA et al., 2005; FUCHS; 

WANMACHER; FERREIRA, 2006).  

Os inibidores mitóticos são agentes que atuam na fase da divisão celular, ocorre a 

paralisação da mitose atuando na tubulina, proteína que forma os microtúbulos, prejudicando a 

formação ou a desmontagem do fuso. Por conseguinte, a fase de metáfase é interrompida, uma 

vez que, a migração dos cromossomos fica impedida, culminando na interrupção da divisão 

celular. Assim, esses compostos bloqueiam a divisão do núcleo e promovem morte celular 

(FUCHS; WANMACHER; FERREIRA, 2006; GUICHARD et al., 2017). 

Os agentes alquilantes são compostos orgânicos que consistem na capacidade de 

substituir um átomo de hidrogênio por um radical alquil em outra molécula. Compostos dessa 

natureza se ligam ao DNA e impedem a separação dos filamentos na dupla hélice e, 

consequentemente, a replicação do material genético. Promovendo assim, lesões no DNA e 

inviabilizando a proliferação celular (DILRUBA; KALAYDA, 2016). 

Os primeiros quimioterápicos utilizados no tratamento do câncer foram às mostardas 

nitrogenadas, pertencente a classe dos agentes alquilantes. Os complexos de platina 

inicialmente foram classificados como agentes alquilantes, porém atualmente sabe-se que as 

ligações entre o centro platínico e as bases nitrogenadas são de natureza coordenativa, o que 

descaracteriza a classificação alquilante, levando esta classe de compostos a uma nova categoria 

de quimioterápicos antineoplásicos. A cisplatina, a oxaliplatina e a carboplatina são exemplos 

de fármacos coordenativos (complexos de coordenação), amplamente utilizado no tratamento 

oncológico, com aprovação global de uso   (SILVA; SILVA; BELIAN, 2018, DE ALMEIDA 

et al., 2005; DE VOS, 1978).  Ainda, a Lobaplatina e Nedaplatina compõem essa classe, porém 

esses fármacos estão disponíveis apenas em alguns países como a China e o Japão, 

respectivamente (DILRUBA; KALAYDA, 2016). 

Embora a quimioterapia seja um pilar importante da medicina oncológica, essa forma 

de tratamento apresenta limitações farmacológicas relacionadas aos efeitos adversos físicos e 

psicológicos causados. Além disso, a resistência intrínseca de alguns tumores a determinadas 

drogas utilizadas durante o tratamento, também têm sido apontadas como uma das principais 

causas de insucesso terapêutico e óbitos. Dessa forma, os estudos de novos compostos que 

possam gerar o menor impacto possível ao paciente tem sido um fator de suma importância 

para a busca de novos fármacos oncológicos (MILLER et al., 2019; WEAVER et al., 2012). 
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1.4. METALOFÁRMACOS COM ATIVIDADE ANTITUMORAL 

Elementos metálicos exercem importantes papéis relacionados a processos biológicos 

(MEDICI et al., 2015). É sabido que inúmeras atividades são exercidas por elementos 

inorgânicos, tais fatores, têm estimulado o desenvolvimento de fármacos à base de metais 

(MALDONADO et al., 2022; NIKOLAOU; DA SILVA, 2018). 

Compostos contendo metais já são empregados como fármacos na medicina há cerca de 

5.000 anos. O cobre, por exemplo, foi utilizado para esterilização de ferimentos pelos egípcios, 

assim como o ouro e o ferro também foram empregados na fabricação de medicamentos para 

úlceras e dores reumáticas, e o zinco, utilizado em processos de cicatrização desde a antiguidade 

até os dias de hoje (MEDICI et al., 2015; ORVIG; ABRAMS, 1999). 

O envolvimento de compostos inorgânicos em tratamentos quimioterápicos do câncer 

tem sido objeto de estudo nas últimas três ou quatro décadas, principalmente aqueles contendo 

metais, a utilização desses compostos como fármacos cancerígenos foi muito limitado até a 

demonstração da atividade anticancerígena de complexos contendo platina por Rosenberg e 

colaboradores no final dos anos 60 (ROSENBERG et al., 1969). 

A descoberta inicial da cisplatina, cis- [PtCl2(NH3)2] ocorreu em 1845 por Michele 

Peyrone (MUHAMMAD; GUO, 2014). Em 1893, sua estrutura foi elucidada por Alfred Werner 

e, somente na década de 1960, Rosenberg e colaboradores descobriram ao acaso a atividade 

citotóxica desse composto, relatando as propriedades biológicas da droga na inibição sobre a 

divisão celular em cultura de bactéria Escherichia coli investigando efeitos de campos elétricos 

de determinados metais no processo de proliferação celular (FLOREA; BÜSSELBERG, 2011; 

GHOSH, 2019; KÖBERLE; SCHOCH, 2021; RENSHAW; THOMSON, 1967; 

ROSENBERG; VAN CAMP; KRIGAS, 1965). 

De fato, a descoberta de Rosenberg e o sucesso clínico da cisplatina e seus análogos 

(Figura 7) impulsionou a pesquisa e o desenvolvimento de fármacos à base de metais (GHOSH, 

2019; KÖBERLE; SCHOCH, 2021). Atualmente, a cisplatina é um dos fármacos mais utilizado 

amplamente para tratamento de diversos tipos de cânceres sólidos como o testicular, de ovário, 

câncer de bexiga, de pulmão, cervical, de cabeça e pescoço, câncer gástrico e muitos outros 

(FLOREA; BÜSSELBERG, 2011; GHOSH, 2019). 
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Figura 7.  Estrutura da cisplatina (a) e seus análogos carboplatina (b) e oxiplatina (c) (GHOSH, 2019). 

 

Diversos trabalhos se dedicaram a investigar o mecanismo de ação da cisplatina e de 

seus compostos correlatos no organismo (FONTES ET AL., 2005), sendo hoje, amplamente 

reconhecido que essa droga exerce atividade anticancerígena por diversos mecanismos, sendo 

que o mais aceitável é a configuração de uma lesão a nível molecular pela interação com bases 

purinas no DNA, seguida pela ativação de várias vias de transdução de sinal, que finalmente 

levam à morte celular por apoptose ou necrose (GHOSH, 2019; LIPPARD, 1987; REEDIJK, 

1992). 

Evidências demonstram que a provável entrada da cisplatina na célula ocorrem por meio 

de duas vias principais: a difusão passiva  (HALL et al., 2008; SPRECKELMEYER; ORVIG; 

CASINI, 2014) e a absorção facilitada por proteínas de transporte, incluindo as proteínas 

responsáveis pelo transporte de cobre (BURGER et al., 2011; SPRECKELMEYER; ORVIG; 

CASINI, 2014; WANG et al., 2012). Dentro da célula, a concentração de cloreto é de 4 mol/L, 

o que resulta na hidrólise da cisplatina. Os íons cloreto são então substituídos por moléculas de 

água, gerando espécies aquosas positivamente carregadas que podem reagir com sítios 

nucleofílicos de algumas macromoléculas intracelulares, formando adutos em proteínas, RNA 

e DNA (Figura 8). Esses adutos por sua vez, bloqueiam a replicação e a transcrição do DNA 

induzindo morte celular através de mecanismos de apoptose ou necrose (FLOREA; 

BÜSSELBERG, 2011). 

Figura 8. Representação esquemática da entrada da cisplatina na célula e sua posterior ligação com o DNA no 

núcleo (NEVES; VARGAS, 2011). 
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Os compostos baseados em platina disponíveis para tratamento do câncer possuem alto 

potencial farmacológico, porém muitos são os seus efeitos adversos em relação ao uso da droga,  

dentre os quais, destacam-se os problemas gastrointestinais, toxicidade hematológica, a 

nefrotoxicidade, a neurotoxicidade e a citotoxicidade, isso provavelmente está associado a 

platina não ser um metal essencial do organismo (HSIEH et al., 2018). Outro grande desafio 

inerente à cisplatina e seus análogos, é a quimiorresistência adquirida por alguns tumores a esse 

medicamento. A resistência pode ocorrer por diversos mecanismos, incluindo aumento do 

efluxo da droga, a inativação do fármaco por reação com glutationa e a reparação mais rápida 

de lesões de DNA. Tais fatores limitam sua aplicação e eficácia (GHOSH, 2019).  

A descoberta do potencial terapêutico de complexos com outros centros metálicos além 

da platina vem demonstrando importantes resultados, alguns dos quais encontram-se em fase 

de ensaios clínicos. Outros compostos contendo cobre (Cu), ferro (Fe), cobalto (Co), paládio 

(Pd), ouro e zinco (Zn) também ganham destaque por apresentarem atuação antineoplásica 

promissora (CHEN; DESMARAIS; COSTA, 2019; MORCELLI et al., 2016; MOREIRA et al., 

2019; NDAGI; MHLONGO; SOLIMAN, 2017) Diante do exposto, torna-se necessário a 

pesquisa de outras moléculas que apresentem menor grau de citotoxicidade e maior seletividade 

na busca de novas terapias e métodos de prevenção para o tratamento do câncer. 

 

1.5. COMPOSTOS DE COORDENAÇÃO DE COBRE 

Estudos têm demonstrado que a presença de metais é necessária para muitos processos 

biológicos. Metais como cobre (Cu), ferro (Fe), zinco (Zn), níquel (NI) e magnésio (Mg) atuam 

em inúmeros processos do funcionamento no corpo incluindo, cofatores estruturais e catalíticos 

de metaloenzimas, envolvimento na respiração celular, biossíntese de neurotransmissores, 

produção de matriz colágena, defesa antioxidante, no metabolismo do ferro, dentre outras 

atividades. Por outro lado, alguns íons metálicos estão associados à distúrbios fisiológicos, 

doenças e nos processos de envelhecimento (HORN; BARRIENTOS, 2008; KAIM; 

SCHWEDERSKI; KLEIN, 2013; MAHAPATRA et al., 2019). 

O cobre é um elemento traço essencial, uma vez que é considerado um dos metais  

endógenos mais importante para as funções biológicas do organismo (ALLEN et al., 2018), 

sendo facilmente captado e absorvido por células animais onde vai desempenhar papéis 

importantes como cofatores enzimáticos e catalizadores de reações citotóxicas (LU et al., 2019; 
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NG et al., 2014; SKROTT; CVEK, 2012; ZHANG et al., 2017). O íon cobre participa ainda da 

composição de determinadas metaloproteínas, como exemplo: a hemoglobina, responsável pela 

realização de transporte de oxigênio no sangue por ter o ferro presente em seu grupo heme; a 

superóxido dismutase, que pode apresentar em sua conformação cobre (Cu), zinco (Zn) ou 

manganês (Mn), atuando também como antioxidante; as anidrases carbônicas que atuam no 

transporte de CO2; e a cobalamina ou vitamina B12 que possui ligação ao íon de cobalto (Co) 

e atua no metabolismo de ácidos graxos, aminoácidos, síntese de metionina e manutenção da 

síntese de DNA (BILGINER et al., 2020; NIKOLAOU; DA SILVA, 2018; RHODES; 

DENAULT; VARACALLO, 2021; STONE; BASIT; MOHIUDDIN, 2021). 

 O estudo de compostos contendo metais como rutênio (Ru), gálio (Ga), ferro (Fe), 

paládio (Pd), ouro (Au), zinco (Zn), titânio (Ti), cobre (Cu) e cobalto (Co) tem progredido 

devido ao seu potencial antineoplásico promissor, e por muitas vezes promover menor 

citotoxicidade e maior atividade do que os compostos baseados em platina (BORGES, 2013; 

HORN et al., 2013; MACIEL et al., 2020; MORCELLI et al., 2016; TERRA et al., 2021). 

A síntese de compostos de cobre atuando como agentes anticâncer, com base em ensaios 

in vitro e in vivo tem sido constantemente relatados e numerosos estudos mostram que muitos 

desses derivados exibem atividade citotóxica proeminente, geralmente relacionada à 

capacidade de ligar e clivar DNA das células cancerígenas e regulação da apoptose (BORGES 

et al., 2016; MANDEGANI et al., 2016; YANG et al., 2018). Além disso, este íon também tem 

apresentado propriedades terapêuticas como: ação antibacteriana, antifúngica, antiviral e anti-

inflamatória (BOULSOURANI et al., 2017; SHOBHA DEVI et al., 2018). Além de ser 

crescente o número de pesquisas investigando o potencial anticâncer do cobre, assim como de 

outros compostos com centros metálicos  (MEDICI et al., 2015; SANTINI et al., 2014; 

SHOBHA DEVI et al., 2018).  

Seguindo esta vertente, nosso grupo de pesquisa tem desenvolvido trabalhos com 

resultados preliminares promissores, relatando a síntese, a  caracterização e a investigação da 

atividade biológica de diferentes compostos, dentre os quais, com centro de ferro (III) (HORN 

et al., 2013), cobre (II) (BORGES et al., 2016; FERNANDES et al., 2015; MACIEL et al., 

2020; TERRA et al., 2021), cobalto (II) (MORCELLI et al., 2016) e platina (II) (MOREIRA et 

al., 2019). 
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2. JUSTIFICATIVA 

O câncer é atualmente uma das principais causas de morte no mundo. Em 2021, cerca 

de 20 milhões de pessoas foram diagnosticadas com câncer e 10 milhões foram a óbito devido 

a esta doença. Segundo a OMS, o número de novos casos tende a aumentar nas próximas 

décadas, as estimativas de mortalidade apontam que o câncer se tornará a principal causa de 

mortes até o ano de 2030. A maioria dos cânceres podem ser tratados, quando diagnosticados 

no estágio inicial, entretanto, a alta taxa de mortalidade está relacionada principalmente, com a 

demora de obtenção do diagnóstico da doença e a disponibilidade limitada de procedimentos 

curativos e paliativos no sistema público de saúde (TSUKAZAN et al., 2018; WHO, 2022). 

Embora a pesquisa de novos métodos de tratamento que minimizem os impactos 

acarretados pelo câncer esteja ocorrendo em grande escala, ainda são necessários fármacos com 

maior eficácia e com menor efeito colateral, a fim de garantir a cura e/ou sobrevida dos 

pacientes. 

A descoberta da propriedade antineoplásica da cisplatina tem estimulado várias 

pesquisas para o desenvolvimento de novos compostos de coordenação. Inúmeras estudos 

apontam que os complexos baseados em metais endógenos como o ferro, zinco e o cobre 

tem se apresentado com uma classe promissora de antitumorais, e acredita-se que eles sejam 

mais seletivos e menos tóxicos ao organismo em comparação aos metais não essenciais 

(KÖBERLE; SCHOCH, 2021; NEVES; VARGAS, 2011; SANTINI et al., 2014). 

Nesse sentido, o grupo de pesquisa do Laboratório de Biologia do Reconhecer, da 

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, chefiado pelo Dr. Milton Kanashiro 

vem avaliando a atividade biológica de complexos metálicos com o intuito de desenvolver 

moléculas com atividade antineoplásica. Esses esforços têm sido relatados em várias 

publicações do grupo  (MACIEL et al., 2020; MOREIRA et al., 2019; TERRA et al., 2021), 

dentre os quais alguns já possuem depósito de patentes. Deste modo, neste trabalho 

investigamos o potencial citotóxico de um complexo de platina (II), um complexo de cobre (II) 

tendo como ligante uma tiossemicarbazona inéditos na literatura.  
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3. OBJETIVOS 

3.1. GERAL 

Analisar a atividade citotóxica e o mecanismo de ação, in vitro dos compostos de 

coordenação de cobre (II), platina (II) e do ligante, frente a diferentes linhagens de células 

neoplásicas humanas. 

 

3.2 ESPECÍFICOS 

• Avaliar a atividade citotóxica dos compostos de cobre (II), platina (II) e do respectivo 

ligante frente as linhagens celulares de origem neoplásicas pelo ensaio de MTT; H460 

e A549 (carcinoma de pulmão), MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama), PC3 

(carcinoma de próstata), U937 (linfoma histiocítico), MOLT-4 (leucemia linfoblástica 

aguda) e THP-1 (leucemia monocítica aguda); 

• Determinar a concentração inibidora de 50% (IC50) dos compostos nas linhagens 

testadas a fim de se avaliar o potencial citotóxico; 

• Selecionar a linhagem mais sensível ao tratamento com os compostos e investigar o 

processo de morte celular induzida através do ensaio de sub-G1 por citometria de fluxo; 

• Avaliar o potencial de membrana mitocondrial das células tratadas com o composto de 

cobre (H31), sendo este o composto mais ativo;  

• Verificar a produção de ERO's nas células tratadas com o composto de cobre (H31).
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4. METODOLOGIA  

4.1. CULTIVO CELULAR 

As seguintes linhagens celulares de câncer humano foram utilizadas neste estudo: H460 

e A549 (carcinomas de pulmão), MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama), PC3 (carcinoma 

de próstata), U937 (linfoma histiocítico), MOLT-4 (leucemia linfoblástica aguda) e THP-1 

(leucemia monocítica aguda). As linhagens MDA-MB231, A549, PC3 são procedentes do 

Banco de Células do Rio de Janeiro (BCRJ), e as demais linhagens citadas foram adquiridas na 

American Type Culture Collection (ATCC) EUA.   

A manutenção das células foi realizada em meio D-MEM F12 (Dulbecco's Modified 

Eagle's medium), suplementado com 20 μg/mL de gentamicina (GIBCO, BRL) e 10% de soro 

fetal bovino (SFB). Todas as culturas celulares foram incubadas em estufa (Forma Scientific, 

Inc, Modelo 3159 S/N 33808-427) a 37ºC, com 5% de CO2 e atmosfera umidificada. A 

manutenção do cultivo aconteceu a cada 2 dias. 

 

4.2. DILUIÇÃO DOS COMPLEXOS METÁLICOS 

Os compostos de cobre (II) (H31), platina (II) (H39) e o ligante (H36) foram sintetizados 

e cedidos pela Dra. Josane Alves Lessa (Instituto Federal Fluminense – IFF Fluminense Campus 

Itaperuna). Todos os compostos foram solubilizados em dimetilsulfóxido (DMSO), estocados 

na concentração de 10 mmol/L e mantido a -20 ºC. 

 

4.3. ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR POR METABOLIZAÇÃO DO MTT 

Para avaliação in vitro da citotoxicidade dos compostos e do ligante, foi realizado o 

ensaio de viabilidade celular, com base na metabolização do 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difenil brometo de tretazólio  (MTT), no qual determinou-se a concentração em que os 

compostos foram capazes de inviabilizar 50% da população de células de origem neoplásicas.  

As células de carcinoma de pulmão H460 foram semeadas em placas de 96 poços (100 

μL/poço) na concentração 2x105 células/mL e tratadas com os complexos metálicos. As células 

foram expostas a diferentes concentrações (0-20 μmol/L) do composto de cobre (II) (H31); 0-

200 μmol/L do composto de platina (II) (H39) e 0-2 μmol/L para o ligante (H36). As placas 

experimentais foram incubadas por 48 horas em estufa a 37°C, com 5% de CO2 e umidade 
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controlada. Após este processo, foram adicionados 20 μL de MTT (Sigma, 5,0 mg/mL) para 

cada 200 μL de cultivo, seguido da posterior incubação das placas por 4 horas. Após esse 

período, foram retirados 170 μL do sobrenadante de cada poço e, em seguida adicionados 120 

μL de uma solução de isopropanol com 0,04% de HCl concentrado para a dissolução dos cristais 

de formazan produzidos por células viáveis. Posteriormente, a placa foi centrifugada (centrífuga 

HT®, modelo CN-5400) a 300 x g por 5 minutos e, então retirados 100 μL do sobrenadante de 

cada poço que foi transferido para uma nova placa de 96 poços. As leituras dos valores de 

absorbância das amostras foram realizadas em espectrofotômetro (EPOCHTM, BioTax® 

Instruments, Inc.) em comprimento de onda de 570 nm. Como controle negativo as células 

foram incubadas apenas com o meio de cultura D-MEM F12 e os experimentos foram 

realizados em triplicata. 

 

4.4. AVALIAÇÃO DO CICLO CELULAR (SUB-G1) POR CITOMETRIA DE FLUXO 

Para a avaliação do ciclo celular por meio da análise do Sub-G1, as células de carcinoma 

de pulmão H460 foram semeadas na concentração de 3x105 células/mL, em placa de 12 poços 

(500 μL/poço), tratadas com 2x IC50 (μmol/L) do composto de cobre (II) (H31) e da cisplatina 

(fármaco padrão usado como controle positivo). As amostras foram incubadas por um período 

de 48 horas em estufa a 37°C, 5% de CO2 e umidade controlada. Após o período de incubação, 

o conteúdo de cada poço foi transferido (1mL) para microtubos identificados e centrifugados 

por 5 minutos a 200 x g. O pellet obtido foi lavado 2x com PBS e então adicionado lentamente 

ao pellet 1mL de etanol 70% gelado e as células submetidas a fixação por 30 minutos a 4ºC.  

Após esta etapa as células foram centrifugadas novamente nas mesmas condições e o 

pellet formado foi lavado com tampão fosfato-citrato (0,2 M, pH=7,8) e centrifugado por 5 

minutos a 200 x g. O sobrenadante foi desprezado e ao pellet formado foram adicionados 50 

μL de RNAse A (100μg/mL Sigma, R4875) e incubados a temperatura ambiente por 15 

minutos. A seguir foi adicionado 400 μL de uma solução contendo iodeto de propídio (PI) 

(50μg/mL; Sigma, P4170). A fluorescência do conteúdo de DNA celular foi quantificada em 

citômetro de fluxo (FACS Calibur) em que foram contados 10.000 eventos por amostra. Os 

histogramas e as porcentagens de células em sub-G1 foram obtidos através do software 

WinMDI versão 2.9.  
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4.5.  AVALIAÇÃO DO POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL (JC-1) POR 

CITOMETRIA DE FLUXO 

A linhagem H460 foi tratada e incubada com o complexo de cobre (II) e a cisplatina 

como descrito no item anterior. Após o período de incubação o conteúdo de cada poço (1mL) 

foi transferido para microtubos e centrifugados por 5 minutos a 200 x g. O sobrenadante foi 

desprezado e ao pellet foram adicionados 500 μL de solução de JC-1 (25μg/mL, Sigma) diluídos 

em meio D-MEM F12 (Gibco, BRL). Em seguida as células foram incubadas por um período 

de 15 minutos em estufa a 37°C, 5% de CO2 e umidade controlada. Posteriormente as células 

foram centrifugadas por 5 minutos a 200 x g e lavadas duas vezes com 1mL de meio de cultura 

D-MEM F12 (GIBCO, BRL). O sobrenadante foi descartado e o pellet obtido ressuspendido 

em 500 μL de meio DMEM F12 não suplementado (GIBCO, BRL). A leitura foi realizada de 

imediato em citômetro de fluxo (BD FACS CaliburTM, modelo 342973). Os gráficos Dot-plot 

da porcentagem de células com mitocôndrias normais e comprometidas foram obtidos por meio 

do software WinMDI versão 2.9. 

 

4.6 AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ERO's EM CÉLULAS H460 TRATADAS COM 

O COMPLEXO DE COBRE  

A produção de espécies reativas de oxigênio (ERO's) reflete na integridade das 

mitocôndrias interferindo, portanto, na cadeia respiratória, o que pode ocasionar a morte celular 

programada. Com o intuito de avaliar se o tratamento com cobre (II) (H31) promove aumento 

da produção endógena de ERO's foi realizada a análise na presença e na ausência do inibidor 

de ERO's, utilizando o N-Acetil Cisteína (NAC, 5 mmol/L). A linhagem H460 foi semeada em 

placas de cultura de 6 poços contendo 500 μL de células/poço na concentração 3x105 

células/mL. No 1º poço foi adicionado 500 μL do tratamento de cobre (II) (H31) (2x IC50 = 1,8 

μmol/L)  + 5 mmol/L de NAC, no 2º poço 500 μL de tratamento de cobre (II) (H31) (2x IC50 = 

1,8 μmol/L)  sem a presença do NAC. No 3º poço, foram adicionados 500 μL de células com 

tratamento da cisplatina (2x IC50 = 50 μmol/L), e o 4º poço 500 μL de células sem tratamento 

apenas com meio de cultura D-MEM F12 (controle negativo).  As células foram incubadas por 

48 horas em estufa a 37°C, 5% de CO2 e umidade controlada. Após esse período, as células 

foram marcadas com a sonda fluorescente DCFH-DA (2,5 μmol/L) (Sigma-Aldrich) e realizada 

a quantificação da fluorescência, referente à presença de ERO's, em citômetro de fluxo (FACS 

Calibur TM,BD Sciences). A aquisição de dados foi determinada registrando 10.000 eventos por 
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amostras. Os resultados foram expressos como a razão da fluorescência das amostras tratadas 

e as do controle não tratado. 

4.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Nos ensaios de citotoxicidade dos compostos foi realizado o teste estatístico One-way 

ANOVA. Os resultados foram expressos como média ± DP para os estudos in vitro. Os valores 

de IC50 foram determinados através da curva de regressão não linear e os dados foram 

analisados utilizando o software GraphPad Prism 5.1. As diferenças significativas foram 

consideradas como * P < 0,05, ** P<0,01, ***P<0,001. 
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5. RESULTADOS  

5.1. AVALIAÇÃO DO EFEITO CITOTÓXICO DOS COMPOSTOS NA VIABILIDADE 

CELULAR  

A propriedade citotóxica dos complexos de cobre (II) (H31) e da platina (II) (H39) 

foram determinadas por meio de ensaio colorimétrico com MTT. Nestes ensaios foram 

avaliadas as seguintes linhagens celulares de câncer humano H460 e A549 (carcinoma de 

pulmão), MDA-MB-231 (adenocarcinoma de mama), PC3 (carcinoma de próstata), U937 

(linfoma histiocítico), MOLT-4 (leucemia linfoblástica aguda) e THP-1 (leucemia monocítica 

aguda).  Os valores de concentração inibitória IC50 (μmol/L) gerados (Tabela 1) mostram que 

o complexo de cobre (II) H31 apresenta menor atividade citotóxica quando comparado ao 

ligante H36 e maior atividade comparado à platina (II) H39.  

 

Tabela 1. Concentração inibitória (IC50) dos complexos cobre H31, Ligante H63 e Platina H39 contra linhagens 

neoplásicas humanas em 48 h de tratamento.  

IC50 (μmol/L) 

Linhagem H36 (Ligante) H31 (Cobre) H39 (Platina) (*) Cisplatina   

A549 0,4 ± 0,1 

 

1,7 ± 0,5 

 

56,8 ± 8,3 

 

  ND 

2 

  

H460 1,0 ± 0,4 

 

0,9 ± 0,3 

-- 

25,8 ± 2,6 

 

24,5 ± 1,1 

 

  

COLO 205 0,5 ± 0,5 

 

1,6 ± 0,2 

 

15,0 ± 1,1 

 

72,4 ± 1,1 

 

  

MDA-MB-231 

 

0,5 ± 0,2 

 

0,9 ± 0,3 70,5 ± 7,6 

 

24,2 ± 1,0 

 

  

PC3 0,3 ± 0,3 

 

0,8 ± 0,2 54,4 ± 1,5 

 

14,3 ± 1,0 

 

  

MOLT-4 0,03 ± 0,1 

 

0,4 ± 0,1 17,04 ± 6,3 

 

4,6 ± 4,1 

 

  

THP-1 0,06 ± 0,02 

 

1,75 ± 0,3 1,75 ± 0,3 

 

14,2 ± 1,1 

 

  

U-937 0,3 ± 0,03 

 

0,5 ± 0,3 

 

10,5 ± 1,8 

 

5,3 ± 1,1 

 

  

       

(--) Não determinada. 

(*) Cisplatina: valor de IC50 reportado por Ribeiro (2020). 

 

 A Figura 9 mostra os gráficos representativos dos testes de MTT realizados para 

determinar a concentração inibitória do complexo de cobre (II) (H31), do ligante (H36) e da 

platina (II) (H39) para a linhagem H460. Das linhagens testadas, a H460 (carcinoma de pulmão) 

foi uma das linhagens que mostrou sensibilidade similar ao tratamento com o composto de 

cobre (II) H31 e com o ligante H36, sendo por isso escolhida para dar continuidade aos demais 

experimentos, bem como pelo comportamento agressivo deste tipo de câncer.  
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Figura 9. Viabilidade das células H460 após exposição ao complexo de cobre (A), platina (B) e o ligante (C), 

por 48 horas. As curvas de dose-respostas foram obtidas no ensaio com MTT. As diferenças significativas foram 

consideradas como * P < 0,05, ** P<0,01, ***P<0,001. 

 

5.2. AVALIAÇÃO DE ALTERAÇÕES NO CICLO CELULAR (SUB-G1) 

Para avaliar o tipo de morte celular induzida pelo complexo de cobre (II) (H31) em 

células tumorais H460, foi realizado o ensaio que analisa a marcação do iodedo de prodídeo 

(PI) para quantificar o conteúdo de DNA da célula após os tratamentos com os complexos. Em 

estágios tardios da apoptose, o conteúdo de DNA é clivado em fragmentos que podem ser 

quantificados na região do histograma denominada Sub- G1 (GONG et al., 1994).  Isso ocorre 

devido a propriedade intercalante do PI com DNA após o rompimento das membranas celulares, 

e que são detectados por citometria de fluxo.  

A linhagem H460 foi tratada com o complexo de cobre (II) (H31) e com a cisplatina, na 

concentração 2x IC50, por um período de 48 horas. A amostra com células não tratadas contendo 

apenas meio de cultura D-MEM F12 (controle negativo) (Figura 10 A) mostrou que apenas 

2,4 % da população de células encontravam-se na região Sub-G1. Nas figuras relacionadas aos 

tratamentos com cobre (II) H36 (Figura 10 B) e cisplatina (Figura 10 C) observou-se um 
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deslocamento acentuado das populações celulares para a região Sub-G1. O tratamento com 1,8 

μmol/L de cobre (II) H31 deslocou 15% das células, enquanto os tratamentos com a 50 μmol/L 

da cisplatina promoveu  o deslocamento de 50% das células para o pico Sub-G1. 

 

 

Figura 10. Histogramas referentes à análise do ciclo celular da linhagem H460, por citometria de fluxo. 

Células H460 incubadas por 48 horas e coradas com iodeto de propídio (PI). (A) células não tratadas, incubada 

com D-MEM F12 (controle); (B) células tratadas com o complexo de cobre (H31) (1,8 μmol/L); (C) células 

tratadas com a cisplatina (50 μmol/L). 

 

 

5.3. ESTUDO DO POTENCIAL DE MEMBRANA MITOCONDRIAL (ΔΨM) 

O método de detecção por JC-1 (iodeto de 5,5',6,6'-tetracloro-1,1',3,3'-

tetraetilbenzimidazolilcarbocianina), indica possíveis alterações do potencial de membrana 

mitocondrial, uma vez que alterações na transição da permeabilidade mitocondrial é um passo 

importante na indução de apoptose. Assim, a verificação do potencial de membrana 

mitocondrial (ΔΨm) pode indicar se há ativação da via intrínseca da apoptose após um 

determinado estímulo (ZOROVA et al., 2018). O ΔΨm foi avaliada usando a sonda fluorescente 

catiônica lipofílica JC-1. As células H460 foram tratadas com o complexo de cobre (II) (H31) 

na concentração 2x IC50 (1,8 μmol/L) e a cisplatina (50 μmol/L) por um período de 48 horas, e 

quantificadas por citometria de fluxo. A análise dos dados mostra que a população de células 

não tratadas está predominantemente concentrada no quadrante superior direito (75,16%), essa 

região corresponde a localização de células com suas mitocôndrias viáveis (Figura 11 A). As 

células tratadas com o cobre (II) (H31) (Figura 11 B) apresentam deslocamento nas populações 
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de células do quadrante superior direito para o quadrante inferior direito. Observa-se que o 

composto induziu a perda do ΔΨm em 78,41 % das células tratadas com o complexo. Já as 

células tratadas com a cisplatina na concentração 50 μmol/L (Figura 11 C) também induziu a 

perda do potencial de membrana mitocondrial em 83%. Esses dados sugerem que houve 

despolarização da membrana mitocondrial e fornecem evidências de que o complexo de cobre 

(II) atua induzindo apoptose nas células de câncer pulmonar H460.   

 

Figura 11. Análise do potencial de membrana mitocondrial por citometria de fluxo. Células H460 incubadas 

por 48 horas e coradas com JC-1. (A) células não tratadas; (B) células tratadas com cobre (H31) (1,8 μmol/L) e 

(C) células tratadas com cisplatina ( 50 μmol/L). 

 

5.4.  AVALIAÇÃO DA PRODUÇÃO DE ERO's EM CÉLULAS H460 TRATADAS COM 

COMPLEXO DE COBRE 

Uma vez demonstrado que o complexo de cobre (II) (H31) induz perda do ΔΨm, fez-se 

pertinente ampliar o conhecimento sobre a sua ação no que se refere à geração de ERO's. As 

células H460 foram tratadas por 48 horas com o composto de cobre (II) H31 e com a cisplatina, 

e então a produção de ERO's foi analisada com a sonda DCFH-DA e a emissão de fluorescência 

quantificada por citometria de fluxo. As concentrações dos tratamentos tanto de cobre (II) (H31) 

como da cisplatina foram as mesmas utilizadas nos ensaios anteriores, 1,8 μmol/L e 50 μmol/L 

respectivamente. Foi utilizado também o inibidor de ERO's, o antioxidante NAC (5 mmol/L). 

A Figura 12 A, que representa as células sem tratamento, mostra que 10,33% das células H460 

apresentam produção constitutiva de ERO's. Quando as células foram incubadas com a 

cisplatina e com o complexo de cobre (II), observa-se um aumento substancial de células com 

intensidade de fluorescência referente à geração de ERO's em 70% e 28% (Figuras 12 B e 12 

C), respectivamente. Já o tratamento simultâneo das células H460 com o complexo de cobre 
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(II) e o antioxidante NAC bloqueou a geração de ERO's e observa-se um deslocamento drástico 

da população celular, cerca de 12% (Figura 12 D) em direção ao pico onde a intensidade de 

fluorescência é menor, sugerindo que a produção de ERO's também está envolvida na atividade 

antineoplásica apresentada por este complexo. 

 

Figura 12.  Análise da geração de ERO's por citometria de fluxo. A linhagem H460 foi incubada por 48 horas e 

marcada com a sonda DCFH-DA. (A) células não tratadas; (B) células tratadas com cobre (II) (1,8 μmol/L); (C) 

células tratadas com cisplatina (50 μmol/L ) e (D) amostra pré-tratada por 2 h com 5 mmol/L de NAC antes da 

adição do complexo de cobre (II). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



40 
 

40 
 

6. DISCUSSÃO  

 

O tratamento do câncer envolve principalmente uma combinação entre intervenção 

cirúrgica, radioterapia e terapia medicamentosa sistêmica por meio de quimioterápicos 

(GALLUZZI et al., 2018; HALL et al., 2017). Devido aos elevados números de casos, muitas 

pesquisas vêm sendo realizadas em prol de desenvolvimento de novos agentes com atividade 

antineoplásica (HABALA; VALENTOVÁ, 2020; SANTINI et al., 2014). Neste sentido, 

fármacos que promovam um tratamento mais eficaz e com efeitos colaterais menos severos que 

os apresentados pelos de uso clínico atualmente, são fortes candidatos a agentes antitumorais. 

Com tal intuito, o grupo de pesquisa do Laboratório de Biologia do Reconhecer, 

coordenado pelo professor Milton Masahiko Kanashiro da Universidade Estadual do Norte 

Fluminense Darcy Ribeiro, vem avaliando tanto in vitro como in vivo, a atividade biológica de 

vários complexos metálicos com a finalidade de desenvolver moléculas com potencial 

antineoplásico. Compostos de coordenação com centro de ferro (III), cobalto (II), platina (II) e 

cobre (II) apresentaram resultados promissores  (HORN et al., 2013; MACIEL et al., 2020; 

MOREIRA et al., 2019; TERRA et al., 2021). Sendo assim, faz-se pertinente a continuidade 

dessas pesquisas a fim de se determinar o potencial farmacológico de novos complexos e a 

possibilidade de desenvolvimento de moléculas antineoplásicas. 

Este trabalho avaliou os efeitos citotóxicos de dois novos compostos de coordenação de 

cobre (II) (H31), platina (II) (H39) e o ligante orgânico contendo uma tiossemicarbazona (H36). 

O potencial citotóxico desses compostos foi confrontado com a cisplatina frente a um painel de 

7 linhagens neoplásicas humanas: H460 e A549 (carcinoma de pulmão), MDA-MB-231 

(adenocarcinoma de mama), PC3 (carcinoma de próstata), U937 (linfoma histiocítico), MOLT-

4 (leucemia linfoblástica aguda) e THP-1 (leucemia monocítica aguda), através do ensaio 

colorimétrico MTT. Como apresentado na Tabela 1, os resultados demonstraram que esses 

complexos, principalmente o de cobre (II) (H31) e o ligante (H31) sozinho, apresentaram 

propriedades citotóxicas acentuada contra as células de origem neoplásica, sendo que o 

complexo de cobre (II) (H31) foi marcadamente mais eficaz do que a cisplatina sobre todas as 

linhagens testadas. Ressalta-se ainda, que os resultados obtidos sobre as linhagens utilizadas 

não ultrapassaram o valor de IC50 de 2 μmol/L. Ainda que os resultados obtidos sobre as 

linhagens MOLT-4, PC3 e U937 tenham apresentado valores de IC50 menores, a linhagem 

H460 (carcinoma de pulmão) foi selecionada para este trabalho por também apresentar elevada 

sensibilidade ao tratamento com o complexo de cobre (II) (H31), com uma IC50 de 0,9 μmol/L 
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contra 25 μmol/L da cisplatina, bem como pelo comportamento agressivo e metastático da 

doença. 

Salienta-se ainda que a atividade antitumoral com outros compostos de cobre (II) já foi 

relatada pelo nosso grupo. Fernandes e colaboradores (2015) demonstraram a atividade 

citotóxica de quatro complexos de cobre (II). O complexo contendo o grupo α-naftol em seu 

ligante apresentou maior atividade do que a cisplatina frente à linhagem leucêmica U937 (8,2 

vs 16,25 μmol/L). Além disso, no ensaio in vivo, o complexo apresentou uma DL50 de 55 mg/kg 

contra 14,5 mg/kg da cisplatina, evidenciando que o composto é quase quatro vezes menos 

tóxico do que o metalofármaco de referência. Maciel e colaboradores (2020) descreveram a 

propriedade antitumoral in vitro e vivo de um complexo de cobre (II) em 5 diferentes linhagens 

cancerígenas, sendo a linhagem de carcinoma de pulmão (H460) a mais sensível ao tratamento. 

Este complexo apresentou uma notável supressão do crescimento tumoral em lesões 

heterotópicas de células H460 em camundongos Balb/c nude, tanto em comparação do 

tratamento com a cisplatina, quanto com animais não tratados. Recentemente, foi relatado por  

Terra e colaboradores (2021)  sobre a atividade farmacológica de 3 complexos de cobre (II) 

com diferentes ligantes. O complexo [Cu(BPAH)(H2O)]2+ apresentou capacidade de induzir 

apoptose com comprometimento mitocondrial, além de apresentar seletividade para a linhagem 

cancerígena H460 em relação às células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Sendo 

assim, nossos dados estão de acordo com relatos descritos na literatura, que consideram os 

complexos de cobre (II) promissores no desenvolvimento de novos tratamentos para várias 

neoplasias malignas (KOŇARIKOVÁ et al., 2016). 

Diante dos valores obtidos no teste de citotoxicidade, a pesquisa teve continuidade com 

a investigação do mecanismo de ação do complexo de cobre (II) (H31) na linhagem de 

carcinoma de pulmão (H460),  uma vez que o composto apresentou uma boa atuação. 

A investigação do processo de morte celular foi realizada através da análise do ciclo 

celular, que por meio da marcação com iodeto de propídio (PI) é possível quantificar a 

fragmentação do DNA na região denominada de Sub-G1, tal processo é característico da morte 

celular apoptótica (TANG et al., 2019). Esse evento de fragmentação é promovido pela ativação 

de endonucleases nos estágios finais do processo apoptótico (KAJSTURA et al., 2007). Os 

resultados apontaram que o composto de cobre (II) (H31) promove fragmentação do DNA na 

linhagem H460, ao deslocar a população celular para a região Sub-G1 em 15% quando tratadas 

com 2x IC50 por 48 horas (Figura 10 B). Desse modo, a indução de apoptose pelo complexo 
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H31 pode ser corroborada por estudos anteriores que obtiveram resultados semelhantes ao testar 

outros complexos de cobre (II) nas linhagens celulares de câncer de pulmão (H460), leucemia 

(THP-1) e linfoma (U937), respectivamente (AZEREDO et al., 2021; BORGES et al., 2016; 

FERNANDES et al., 2015). 

Assim sendo, esses resultados são animadores já que a indução de apoptose é uma das 

principais considerações no desenvolvimento de medicamentos antineoplásicos, dada a 

conexão conhecida entre o câncer e esse tipo de morte celular (PORTUGAL; BATALLER; 

MANSILLA, 2009). 

Dessa forma, a capacidade do complexo de cobre (II) H31 de induzir morte celular por 

apoptose em células H460 foi, adicionalmente, investigada quanto a alterações no potencial de 

membrana mitocondrial e pela capacidade de induzir aumento na produção dos níveis de 

espécies reativas de oxigênio (ERO's). A manutenção desse potencial é um evento essencial na 

viabilidade celular, pois a geração da maioria das moléculas de ATP, que fornecem energia para 

as funções básicas das células, depende da integridade da função desta organela (TANG et al., 

2019; WONG, 2011). O colapso do potencial de membrana mitocondrial, desse modo, 

compreende um evento inicial da via intrínseca da apoptose (ZOROVA et al., 2018). 

A perda da função mitocondrial foi avaliada usando a sonda fluorescente catiônica 

lipofílica JC-1. Após 48 horas de tratamento com o composto de cobre (II) H31 nas células 

H460, foi possível observar a perda do potencial de membrana mitocondrial (PMM) em cerca 

de 78%, apresentando valores próximos da cisplatina, que também apresentou despolarização 

do PMM em 83 % da população celular (Figura 11 B e C), confirmando assim, que a atuação 

de ambos os tratamentos resulta em disfunção desta organela. Resultados semelhantes foram 

obtidos por Dhivya e colaboradores (2015) ao tratar células de câncer de mama (MDA-MD-

231) com um composto de cobre (II) indicando a indução da apoptose através da via 

mitocondrial. Em outro estudo, Fernandes e colaboradores (2015), demonstraram ainda que 

células leucêmicas U937 quando tratadas com o composto de cobre (II), além de sofrerem perda 

do PMM, induziu também a liberação do citocromo c para o citoplasma e ativação de caspases 

3, 6, 8 e 9, sugerindo que ambas as vias (extrínseca e intrínseca) de apoptose são ativadas. 

Ademais, compostos com outros centros metálicos de ferro (III), platina (II) e cobalto (II) 

também possuem capacidade de induzir alterações mitocondriais em diferentes células 

humanas de origem tumoral (HORN et al., 2013; MORCELLI et al., 2016). 
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Diante dos resultados promissores obtidos nos ensaios anteriores com o complexo de  

cobre (II) H31, fez-se pertinente ampliar o conhecimento sobre a sua ação no que se refere à 

geração de ERO's, e se essa propriedade seria também responsável pela atividade antineoplásica 

apresentada. Para determinar o nível constitutivo de ERO's presente em células H460 foi 

realizada a quantificação por citometria de fluxo. Para tal, as células foram incubadas sem e 

com a presença do antioxidante NAC por 48 horas. Decorrido o tempo de incubação, as células 

foram marcadas com a sonda fluorescente DCFH-DA. Nossos resultados demonstram que o 

complexo de cobre (II) se mostrou capaz de promover o aumento na produção de ERO's após 

o tratamento com 2x o IC50 do complexo, aumentando em 28% da quantidade de células no 

pico onde se concentra maior intensidade de fluorescência, quando comparada com a amostra 

não tratada (Figura 12 A e C). Contudo, quando as células foram tratadas com 1,8 μmol/L do 

complexo de cobre (II) H31 e com pré-tratamento com NAC (5 mmol/L), houve uma 

diminuição das porcentagens (cerca de 12%) de células com marcação para presença de ERO's 

(Figura 12 D). Isso sugere que o pré-tratamento com o antioxidante promoveu uma diminuição 

nos níveis da produção de ERO's quando comparado ao tratamento isolado com o complexo de 

cobre (II) H31, sugerindo, dessa forma, que a produção de ERO's também está envolvida na 

atividade antineoplásica apresentada pelo complexo. 

Resultados semelhantes foram obtidos para a linhagem de câncer de estomago (MGC80-

3) após serem tratadas com os complexos de cobre (II) [Cu(L)Cl2]2 e contra leucemia mieloide 

aguda (KG1α e Kasumi-1 AML) após tratamento com a combinação de um complexo de cobre 

(II) e disulfiram (DS/Cu), respectivamente (XU et al., 2017; YANG et al., 2018). Da mesma 

forma, Ruiz e colaboradores (2019), relataram sobre a atividade do complexo [PtCl(8-O-

quinolina)], que aumentou a produção de ERO's em uma resposta dose dependente em tumores 

de osteossarcoma humano resistentes à cisplatina. Corroborando com nossos achados, Chan e 

colaboradores (2019), ao investigar a ação de um complexo de ferro, na presença do 

antioxidante NAC em células de câncer humano de língua (SCC-9) observaram que há uma 

pronunciada supressão do efeito citotóxico do complexo em estudo.  

É importante enfatizar que compostos de coordenação com diferentes centros metálicos 

estão em crescente desenvolvimento na pesquisa de novos agentes anticâncer. Investigações 

com complexo de cobre (II), tornam-se atraentes, principalmente porque apresentam 

propriedades adequadas para aplicações biológicas, uma vez que o cobre 2+ é um oligoelemento 

crucial para a maioria dos organismos vivos, importante para a função de várias enzimas que 

envolvem reações de oxirredução. São inúmeros os exemplos na literatura de ligantes 
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complexados ao cobre (II), gerando compostos com elevada atividade contra diversos tipos de 

neoplasias (DENOYER et al., 2015; NDAGI; MHLONGO; SOLIMAN, 2017; TAN et al., 

2014; XIE; CAI; PENG, 2018). 

Por conseguinte, a heterogenia das neoplasias é condição inquestionável da necessidade 

de estratégias inovadoras para contornar deficiências recorrentes nos tratamentos disponíveis 

atualmente. Desse modo, os dados acima mencionados demonstram que o composto de cobre 

(II) (H31) apresenta atividade relevante frente as células de carcinoma de pulmão H460, 

reduzindo de maneira significativa a sua viabilidade celular e induzindo morte celular 

apoptótica, sendo, por isso, promissor e instigante para a realização de estudos complementares, 

a fim de melhor elucidar a eficácia e o mecanismo de ação promovido por este novo complexo. 
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7. CONCLUSÕES 

 

✓ Este estudo demonstrou a atividade citotóxica in vitro de dois novos complexos inéditos 

na literatura, sendo um de cobre (II), denominado H31 e um complexo de platina (II) (H39) 

e o ligante orgânico (H36) contendo uma tiossemicarbazona; 

 

✓   O complexo de cobre (II) H31 e o ligante (H31), sendo este testado isoladamente foram 

mais ativos que o complexo de platina (II) H39, frente a todas as células de origem 

neoplásica humanas. 

 

✓ Os resultados demonstraram ainda que o complexo de cobre (II) (H31) foi marcadamente 

mais eficaz do que a cisplatina sobre todas as linhagens testadas. 

 

✓ O complexo de cobre (II) H31 induziu fragmentação do DNA sugestiva de morte celular 

apoptótica em células H460 com ativação da via intrínseca; 

 

✓ A análise com a sonda DCFH-DA sugere que o composto de cobre (II) H31 induz o 

aumento da produção de ERO's através da sua ação nas mitocôndrias. 
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