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Resumo:

O céancer é definido como um conjunto distinto de doengas que caracterizam-se pelo crescimento
desordenado de células anormais com potencial invasivo. Um dos problemas encontrados no tratamento de
neoplasias € o surgimento da resisténcia aos medicamentos antitumorais. Assim, a comunidade cientifica tem
visado o desenvolvimento de moléculas antitumorais inovadoras.

O objetivo deste trabalho foi investigar a atividade citotéxica de um complexo triazeno de cobre(ll), frente
a uma linhagem celular de cancer de mama MCF-7. A citotoxicidade foi avaliada por meio do ensaio MTT
utilizando como controle a cisplatina, um medicamento antineoplasico em uso clinico.

Verificou-se que o complexo apresentou um perfil citotéxico superior, cerca de 11 vezes maior que 0
medicamento controle. Salienta-se a importancia desses resultados uma vez que a linhagem celular tumoral
testada caracteriza-se pela alta habilidade de formar metastases.

Autorizagao legal: Para a elaboragéo desta pesquisa néo foi necessaria a autorizacéo legal do Comité de Etica.

Palavras-chave: Resisténcia a medicamentos; Ensaios de selecdo de medicamentos antitumorais; neoplasias
da mama.

Apoio financeiro: Trabalho apoiado pelo programa PIBIC-CNPq - EDITAL CNPQ NO14-2013 UNIVERSAL
PROCESSO NO 485262-2013-4.

Trabalho selecionado para a JNIC pela instituicdo: UFSM.

Introducéo:

O céancer é definido como um conjunto distinto de mais de 100 doencas que caracterizam-se pelo
crescimento desordenado de células anormais com potencial invasivo. De acordo com estimativas da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), foram relatados 8,2 milhdes de Gbitos relacionados a doencas
neoplasicas no mundo no ano de 2012, sendo esperados para o ano 2025 cerca de 20 milhdes de novos casos
e 11,4 milhdes de oObitos [1].

Entre os tipos de cancer mais incidentes no mundo, encontra-se 0 de mama, apresentando a maior
incidéncia e a maior mortalidade na populagéo feminina, representando aproximadamente 25% de todos os tipos
de cancer diagnosticados nas mulheres [2]. Embora tenham sido realizados progressos consideraveis desde o
diagnéstico até o tratamento do cancer [3], a eficacia da maioria dos agentes quimioterapéuticos convencionais
(por exemplo, medicamentos anticancerigenos baseados em platina) € limitada devido a efeitos colaterais sérios
e fendbmeno de resisténcia [4]. Tal processo interfere na eficacia clinica dos agentes quimioterapicos e
desfavorece o prognoéstico dos pacientes.

Diante deste quadro, a comunidade cientifica tem visado o desenvolvimento de moléculas antitumorais
inovadoras, havendo um grande interesse por complexos contendo metais de transicdo em sua estrutura,
destacando-se os complexos de cobre (Il), em virtude das promissoras propriedades biol6gicas apresentadas.
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Assim, o0 objetivo deste trabalho foi investigar a atividade citotoxica de um complexo triazenido de
cobre(ll), frente a uma linhagem celular de cAncer de mama, MCF-7.

Metodologia:

Todos os reagentes e solventes foram de grau analitico e utilizados como recebidos, sem purificagéo
adicional. Para os ensaios da atividade biologica, obteve-se agua ultrapura estéril (18,2 MQ) por purificagao,
através do sistema de purificagdo de agua Milli-Q® (Millipore®), bem como por autoclave.

O composto triazeno e o complexo triazenido de cobre(ll) foram sintetizados e caracterizados no Ndcleo
de Investigacéo de Triazenos e Complexos (NITriCo) da UFSM, sendo estes denominados: 1,2,3-benzotriazina-
4(3H)-ona (1) e Bis{[1,2,3-benzotriazenido-4-ona)-xN3](fenantrolina-xN*,N°)(u2-[1,2,3-benzotriazenido-4-ona]-
xN2,N3)}cobre(ll) (2), sendo representados pelas moléculas abaixo:

COMPOSTO COMPLEXO

(1) 2)

A linhagem celular tumoral MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano) foi obtida a partir de Banco
Celular do Rio de Janeiro (RJ, Brasil). As células foram cultivadas em meio de Eagle modificado de Dulbecco
(DMEM, Sigma-Aldrich, EUA), suplementadas com 10% (v/v) de soro bovino fetal (FBS, Cultilab, Brasil) e 1%
(v/iv) de solugdo antimicotica antibidtica (Sigma-Aldrich, EUA). Todas as culturas foram mantidas a 37 °C numa
atmosfera umidificada com 5% de CO?Z.

A citotoxicidade foi investigada frente a linhagem celular tumoral MCF-7 por meio do ensaio MTT. Este &
um método colorimétrico que tem como objetivo quantificar a atividade mitocondrial por meio da redu¢éo do sal
3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2.5-difenil-brometo de tetrazolio (MTT), de cor amarela, resultando na formacéo de cristais
de formazan, de cor purpura, em células metabolicamente ativas. Os metabdlitos priméarios envolvidos do ciclo
de Krebs, NADH2, NADPH e Succinato séo os principais envolvidos nesta reacdo, em que a atividade metabdlica
da célular é dependente do nimero de células e esta diretamente relacionada com a quantidade de MTT
metabolizada, sendo a quantificagéo realizada por absorbancia em espectrofotometro [5].

Utilizou-se como controle a cisplatina, um medicamento antineoplasico em uso clinico. A Clso
(concentracdo necessaria para reduzir em 50% a viabilidade celular) foi determinada por andlise de regresséo
ndo-linear usando GraphPad Prism software (verséo 5.0).

Resultados e Discusséo:

As propriedades citotéxicas do composto e do complexo frente a linhagem celular MCF-7 foram
investigadas pelo ensaio MTT. Os resultados (em termos de valores de Clso) foram comparados com os do
farmaco anticancerigeno baseado em metal cisplatina (controle) em condi¢gbes experimentais idénticas.

Através desta técnica pode-se observar que o composto apresentou Clso >100 pM, o complexo Clso =
6,16 UM e a cisplatina Clso= 73,55 UM.
Notavelmente, quando comparamos a citotoxicidade do complexo com o medicamento controle, verificou-se que
este apresentou um perfil citotdxico superior, cerca de 11 vezes melhor. Esses resultados estdo de acordo com
outros estudos em que os complexos dinucleares de Cu(ll) com ligantes auxiliares fenantrolina foram muito mais
citotoxicos do que a cisplatina em relacao a linhagem celulares tumorais [6].

Em geral, os complexos dinucleares de Cu(ll) contendo diimina podem apresentar propriedades
farmacoldgicas melhoradas, provavelmente devido a sinergia entre dois centros metalicos e os sistemas de anel
plano. Nos ultimos anos, varios estudos revelaram os promissores efeitos anticancerigenos de complexos de
ligantes mistos com 1,10-fen ou quelatos de diimina relacionados. Tais achados foram atribuidos a uma maior
hidrofobicidade e planaridade desses complexos, que facilitam sua permeacado através da camada lipidica da
membrana celular, permitindo sua interacdo com o DNA e outros constituintes celulares [6, 7]. Os complexos
contendo Cu(ll) preferencialmente se coordenam a doadores de nitrogénio e oxigénio em proteinas e no DNA [8]
e realizam a quebra da fita dupla do DNA maior nas células cancerigenas do que nas ndo cancerigenas,
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explicando sua seletividade [9,10].

Conclusdes:

O complexo de Cu(ll) e composto foram testados quanto a propriedades citotdxicas em células tumorais.
A avaliagdo da atividade citotoxica demonstra que o complexo de Cu(ll) exibe citotoxicidade melhorada na
linhagem tumoral testada, com valor de Clso marcadamente inferiores aos da Cisplatina. De acordo com o0s
resultados encontrados, o complexo de Cu(ll) torna-se um candidato interessante para desenvolvimento posterior
como potencial medicamento a base de metal para aplicacdes antitumorais. Salienta-se hovamente a importancia
desses resultados uma vez que a linhagem celular tumoral testada caracteriza-se pela alta habilidade de formar
metastases.
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