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RESUMO

Até 2045, estima-se que ocorram 6 milhdes de novos casos de cancer no
mundo, dos quais 1 milhdo serdo de cancer de mama (CM). No brasil, dos 184 mil
novos diagnosticos de cancer, quase 50 mil estarao relacionados ao cancer de mama.
O subtipo de CM mais agressivo € o triplo negativo (TN) que apesar de representar
em torno de 15% dos casos, ndao tem terapia especifica e apresenta baixa taxa de
sobrevivéncia, necessitando, portanto, de novos tipos de tratamento. Os compostos
de oxidovanadio podem ter diversas formulagbes e muitos possuem potencial
anticancer ao ativar fatores de transcrigao e vias de sinalizagao celular, resultando em
supressao do crescimento tumoral e morte celular. Este trabalho teve por objetivo
avaliar o complexo binuclear de oxidovanadio(lV) de formula (ET3NH)2 [{VO(OH}2
)(OX)2 (u—OX)] OR VOX2), onde ox = oxalato (V2). Sendo assim, foi avaliada a
citotoxicidade desse composto em células de cancer de mama humano MDA-MB-231,
murino 4T1, luminal MCF7 e HB4a por MTT e o V2mostrou efeito citotoxico tanto para
a linhagem controle (HB4a) quanto para as linhagens de cancer. Para a linhagem
MDA-MB-231 foi realizado o protocolo do ensaio de wound healing e verificou-se que
o composto diminui a migragéo celular. Porém ndo houve aumento da expressao de
CDH1 (gene da E-caderina) pelo ensaio de gPCR, o que significa provavel auséncia
de efeito anti-metastatico. O breve estudo de expressdo génica na linhagem TN
humana identificou 0 aumento da expressao dos genes BAX e CASP8 que significam
que ocorreu apoptose e RIPK3, RIPK1 e MLKL, sendo entdo sugestivo da morte
celular do tipo necroptose. Foi também avaliado o estresse oxidativo nas linhagens,
possuindo uma relagcéo inversamente proporcional a toxicidade observada. Por fim,
foi avaliada a combinacdo entre o composto e os quimioterapicos paclitaxel e
doxorrubicina, mostrando um sinergismo com o V2 para ambos na indug&o da morte

celular.

Palavras-chave: Cancer de mama; triplo negativo, oxidovanadio(lV); bioligante;
quimioterapia.



ABSTRACT

By 2045, 6 million new cancer cases are expected worldwide, of which 1 million
will be breast cancer (BC). In Brazil, out of 184,000 new cancer diagnoses, nearly
50,000 will be related to breast cancer. The most aggressive BC subtype is triple-
negative (TN), which, despite accounting for approximately 15% of cases, lacks
specific therapy and has a low survival rate, thus requiring new treatment options.
Oxidovanadium compounds can have various formulations, and many exhibit
anticancer potential by activating transcription factors and cellular signaling pathways,
leading to tumor growth suppression and cell death. This study aims to evaluate the
binuclear oxidovanadium(IV) complex with the formula (ET3NH)2 [{VO(OH}2 )(OX)2
(M—OX)] OR VOX2), where ox = oxalate (V2).Cytotoxicity in human breast cancer cell
lines MDA-MB-231, murine 4T1, luminal MCF7, and HB4a was assessed using the
MTT assay, and V2 demonstrated cytotoxic effects on both normal and cancer cell
lines. The wound healing assay was performed for the MDA-MB-231 cell line, revealing
that the compound reduces cell migration. But no CDH71 gene of e-cadherin was
observed, then no ani-metastatic effect could be involved. Additionally the brief gene
expression study identified increased expression of BAX and CASPS8 indicated
apoptosis and RIPK3, RIPK1, and MLKL genes in the TN human cell line, suggesting
necroptosis. Oxidative stress was also evaluated in the cell lines, showing an inverse
relationship with the observed toxicity. Finally, the combination of the compound with
the chemotherapeutic agents paclitaxel and doxorubicin was assessed, revealing a

synergistic effect with V2 for both drugs.

Keywords: Breast cancer; triple-negative; oxidovanadium(lV); bioligand;

chemotherapy.
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1.INTRODUGAO

Em 2022 mais de 4 milhdes de mulheres morreram em decorréncia de
cancer no mundo, sendo que destas, mais de 600 mil por causa do cancer de mama
(CM). No Brasil, das 132.000 mulheres que morreram em decorréncia de cancer,
22.000 foram a o6bito em decorréncia do CM, o que reforgca a importancia de
estratégias mais eficazes de tratamento para reduzir a mortalidade associada a
essa doenga (THE INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER
(IARC), 2022).

O cancer de mama é dividido em quatro subtipos moleculares: Luminal A e
Luminal B, que sdao menos agressivos (tratados por terapia hormonal), HER2
positivo (tratado com anticorpo trastuzumab) e triplo negativo, o mais agressivo,
sendo tratado somente com quimioterapicos (NEDELJKOVIC. M, et al. 2019),
(BIANCHINI. G, et al. 2016).

A sintese de compostos quimicos com potencial atividade anti-tumoral tém sido
fonte de novos quimioterapicos mais eficientes, com menos efeitos colaterais.
Compostos contendo o grupo oxidovanadio, (V=0)?*, possuem atividades
promissoras em diferentes estagios da carcinogénese, apresentando excelentes
resultados em estudos in vitro e in vivo, mostrando-se capazes de reduzir o numero
de tumores por animal (CARVALHO. F, et al. 2023). Neste trabalho, o objetivo foi
estudar o efeito citotoxico e anti-metastatico de um complexo binuclear de
oxidovanadio(lV) contendo oxalatos como ligantes (V2) em células de cancer de
mama, o provavel mecanismo molecular de ativagdo de morte celular, além do
sinergismo entre o composto de vanadio com quimioterapicos ja conhecidos como

paclitaxel e doxorrubicina.

2.REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER DE MAMA E SUBTIPOS CLINICOS

De acordo com o Globocan, até 2050, irdo ocorrer mais de 7 milhdes de

mortes por cancer entre as mulheres, sendo que destes mais de 1 milhdo sera
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devido ao CM. Ja no Brasil, as estimativas mais recentes fornecidas pelo INCA
abrangem o triénio 2023-2025, durante o qual serdo esperados aproximadamente
74.000 novos casos de cancer de mama por ano (Instituto Nacional de Cancer -
INCA, 2025).

A mama € composta por glandulas de tamanhos e densidades variaveis,
estando localizadas superficialmente ao musculo peitoral maior. As células
produtoras de leite localizam-se em l|6bulos, estando intercalados com tecido
adiposo. O leite é produzido na estrutura celular denominada de acino, sendo
excretado por meio de ductos que terminam no mamilo (BISWAS. S, et al. 2022).
Os tumores malignos da mama sao adenocarcinomas (96%) e raramente sarcomas
(4%), sendo divididos em in situ ou invasivos. No primeiro tipo ocorre uma
proliferagao neoplasica que fica limitada aos ductos ou aos l6bulos pela membrana
basal, sendo denominado in situ. Ja o carcinoma invasor atravessa a membrana e
alcancga o estroma (YODER, et al. 2007). A histologia mais comum do CM ¢é o
carcinoma ductal invasivo (CDI), abrangendo de 50 a 75% dos canceres. O CDI se
inicia em um ducto mamario, rompe a parede desse ducto e cresce no tecido
adiposo da mama, podendo se metastizar para outras partes do corpo por meio do
sistema linfatico e da circulagdo sanguinea. Ja o tipo lobular invasivo representa
cerca de 5 a 15% de todos os CM invasivos e costuma ser mais dificil de ser
detectado no exame fisico e nos exames de imagens e mamografia (ARPS. D, et
al. 2013).

Existem alguns fatores de risco que podem conferir maior susceptibilidade ao
desenvolvimento do CM, sendo demonstrado que 5 a 10% dos casos podem ser
atribuidos ao histérico familiar e mutagdes genéticas. Neste caso, a maioria dos
pacientes carrega uma mutagédo em BRCA1 e/ou BRCA2, sendo genes associados
ao reparo do DNA e ativagcdo do ponto de verificacdo do ciclo celular
respectivamente (CLUSAN. L, et al. 2023). O restante é atribuido a fatores como
idade avangada, historico de lesdes mamarias, alta densidade mamaria, diabetes
tipo 2, dieta com alto teor de gordura e pobre em fibras, obesidade, ingestédo
recorrente de bebidas alcodlicas, exposigdo a radiagao ionizante, tabagismo, uso
de horménios, gestacao tardia ou ausente, menarca precoce, menopausa tardia
(LOIBL. S, et al. 2021).
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Ainda, o CM possui um estadiamento de |-V, em que IV indica metastase
distante e | € definido como um tumor de mama menor que 2 cm, sem envolvimento
de linfonodos, sendo que nos estagios |V tem sobrevida global diminuida (WAKS.
A, et al. 2019).

2.2 CLASSIFICACAO MOLECULAR

Até pouco tempo, a classificacdo histoldgica isoladamente ndo atendia as
demandas por entendimento dos mecanismos moleculares do CM. Esse cenario
comecgou a ser alterado tendo como base os estudos de expressdo génica de
Perou, et al. (2000), em que foram analisados 8 mil genes dando origem a
classificagao molecular atual do CM, o qual pode ser dividido em 4 subtipos, sendo
eles: luminal A e B, HER2 positivo e triplo negativo (SHAATH. H, et al. 2021).

Os subtipos luminais sdo os mais comuns, cerca de 70% dos casos, em
comparagao com os 15% dos outros subtipos. Os subtipos luminais apresentam o
melhor prognéstico com expressao do receptor de estrogeno (RE) ou receptor de
progesterona (RP) em pelo menos 1% das células tumorais, sendo denominados
como RH+. A terapia envolve o uso de agentes enddcrinos orais, ingeridos
diariamente durante 5 anos. Dentre os agentes enddcrinos esta o tamoxifeno, o
qual inibe competitivamente a ligacdo do estrogeno ao seu receptor, sendo eficaz
em mulheres na pré e pds menopausa. Cinco anos de tamoxifeno para pacientes
com cancer de mama RH+ reduzem a taxa de recorréncia do cancer de mama em
aproximadamente 50% nos primeiros 5 anos apos o diagndstico, em comparagao
com nenhuma terapia enddcrina.

Ainda, os inibidores de aromatase, como o anastrozol, exemestano e letrozol,
agem inibindo a conversdo de androgenos em estrégeno, sendo eficaz para
mulheres na pés menopausa. Porém, existem efeitos colaterais associados a essas
terapias, sendo as mais comuns calordes, artralgias ou mialgias e menos comuns
doencas tromboembdlicas, no caso do uso do tamoxifeno e osteoporose e fratura
de inicio recente no caso dos inibidores de aromatase (WAKS. A, et al. 2019).

O subtipo Luminal pode ser subdividido em A ou B, sendo que o subtipo A

tem origem em células epiteliais diferenciadas dos lumens ducto-lobulares, com
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presenca de RE e RP em grande quantidade de células, e auséncia de
superexpressao HER2. Os subtipos luminal A ou B correspondem a cerca de 30 a
40% dos casos e a avaliagao de Ki67, um marcador de proliferagéo celular, é baixa.

Ja o subtipo luminal B, ocorre em cerca de 20 a 30% dos CM, também se
origina em células epiteliais luminais ricas em RE e RP, porém a proteina HER2
pode ser detectada e o ritmo de proliferagcao avaliado pelo Ki67 é mais elevado,
sendo assim de pior progndéstico em relagdo aos tumores luminal A (ONKAR. S, et
al. 2022). Com isso, esse subtipo pode adquirir maior resisténcia ao medicamento
tamoxifeno, se beneficiando da associagdo entre quimioterapicos e
antiestrogénicos (KENNECKE, et al. 2010).

O terceiro subtipo apresenta superexpressao do HER-2 (receptor do fator de
crescimento epidérmico tipo 2), que tem superexpressdo do gene ERBB2 e esta
associado a um progndstico ruim na auséncia de terapia sistémica, representando
de 15 a 20% dos casos. Tumores com amplificacdo ou superexpressao do gene
ERBB2 sao ERBB2+. Pacientes com cancer de mama amplificado ou
superexpresso por ERBB2 possuem terapia especifica, com os anticorpos anti-
HER2 (como trastuzumabe e pertuzumabe), direcionados ao dominio extracelular
da proteina HERZ2, e inibidores de tirosina quinase como lapatinibe e neratinibe.

O estudo de WAKS. A, et al. (2019) destaca que o transtuzumabe possui
eficacia comprovada em tratamentos com regimes adjuvantes e neoadjuvantes a
quimioterapia em pacientes com baixo risco com tumores menores que 2 cm e
linfonodos negativos, evidenciando o quimioterapico paclitaxel. Por outro lado, o
autor destaca que pertuzumabe e neratinibe oferecem beneficios adicionais em
cenarios mais especificos (alto risco e caracteristicas hormonais), sendo que suas
indicagdes sao limitadas por toxicidade, custo e auséncia de beneficios claros na
sobrevida global. Sendo assim, o tratamento atualmente é ajustado conforme o
risco, balanceando eficacia e efeitos adversos.

Por fim, cerca de 15% dos canceres de mama sao TN, ndo possuem terapia
especifica, e apenas 30% das pacientes sobrevivem mais que 5 anos depois do
diagndstico. Isso ocorre pelo fato de ndo possuirem receptores de estroégeno e
progesterona, o que significa que a terapia hormonal padrdo é ineficaz e nao

superexpressa HER2, portanto, as terapias com anticorpos monoclonais também
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nao sao apropriadas (RAYOL. M, et al. 2022). Além disso, os casos de TN
demonstram uma taxa de proliferagao rapida e ao contrario dos outros subtipos, as
curvas de sobrevivéncia mostram um aumento inicial na recidiva e uma diminuigao
subsequente na sobrevivéncia dentro dos primeiros 3 a 5 anos apdés o diagndstico,
sendo o tratamento atual padrdo baseado na quimioterapia com taxanos e
antraciclinas como por exemplo paclitaxel e doxorrubicina (CAPUOZZO. M, et al.
2024). Sendo assim, como o reparo deficiente de danos ao DNA esta presente na
maioria dos TN, os estudos com quimioterapia a base de platina tém sido de grande

interesse

2.3 METASTASES

As metastases compreendem a causa de 90% das mortes associadas ao
cancer e ocorrem quando uma célula cancerosa do tumor primario invade
localmente o tecido circundante, adentra a microvasculatura do sistema linfatico e
sanguineo, transloca-se para tecidos distantes, onde se adapta e prolifera, dando
origem a um tumor secundario (CHAFFER. L, et al. 2011). Para que este processo
ocorra, as células metastaticas devem adquirir algumas caracteristicas, como por
exemplo perda ou diminuigdo na expressao de genes responsaveis pela adesao
entre células adjacentes ou entre células e a matriz extracelular (MEC), como por
exemplo a E-caderina (gene CDH1) (HANAHAN. D, et al. 2011). Além disso, a
expressao génica das metaloproteases de matriz (MMP) 2 e 9, também contribui
para as metastases uma vez que sao responsaveis pela degradagao da MEC e
invasao de células cancerigenas.

Numerosos estudos associaram a inibicdo de MMPs por inibidores sintéticos
e naturais com uma inibicao correspondente da invasao celular (DERYUGINA. E,
et al. 2006). A distribuigao de células tumorais pelo organismo ndo € um processo
aleatodrio, onde a quimio-atragdo entre moléculas expressas pelo tumor e por
moléculas expressas em diferentes locais do corpo, se torna um evento importante
no desencadeamento das metastases (SUN. X, et al. 2010).

Pacientes com cancer de mama podem apresentar metastases mais

frequentemente, ésseas, pulmonares, hepaticas e cerebrais, o que € denominado
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heterogeneidade metastatica, levando a diferentes respostas ao tratamento e
progndéstico da paciente. A sobrevivéncia das pacientes varia de acordo com o
orgao afetado, sendo em média a sobrevida global de 5 anos para metastases
osseas, pulmonares, hepaticas e cerebrais. Também, existe uma correlagao entre
0s subtipos e as metastases, uma vez que subtipos mais agressivos como o TN
tendem a ser mais suscetiveis ( IBRAGIMOVA. M, et al. 2023) ;( LIANG. Y, et al.
2020).

2.4 ABORDAGEM TERAPEUTICA PARA O CANCER DE MAMA METASTATICO
E NAO METASTATICO

O CM é extremamente heterogéneo o que dificulta um bom diagndstico e
prognéstico. Com isso, a diferenciagao entre o CM metastatico e ndo metastatico &
importante para definir a abordagem terapéutica a ser seguida. Para o CM nao
metastatico, os principais objetivos da terapia sdo erradicar o tumor da mama e dos
linfonodos regionais e prevenir as metastases. Com isso, o tratamento para CM nao
metastatico encontra-se na terapia sistémica e/ou local. A terapia local esta
associada a ressecgao cirurgica do tumor ou retirada de linfonodos axilares,
podendo ocorrer radiagao pés-operatéria. Ja a terapia sistémica pode ser de 2
tipos: pré-operatoria (neoadjuvante) ou pos-operatéria (adjuvante) ou ambas,
sendo determinada pelo subtipo.

Para o RH+, orienta-se a terapia enddcrina, sendo que alguns pacientes
necessitam de quimioterapia. Ja para HER2+ a terapia é baseada em anticorpos
dirigida a essa proteina a base de trastuzumabe concomitantemente com
quimioterapia com possibilidade de terapia enddcrina se houver juntamente RH+.

Ja para o CM metastatico, também ocorre a terapia local, com processos
cirargicos e radiagao, porém sao utilizadas como paliativo. Para o CM metastatico
com RH+/ERBB2- o tratamento baseia-se em terapia enddcrina associada com um
inibidor de quinase dependente de ciclina (CDK) 4/6, como por exemplo
abemaciclibe, palbociclibe ou ribociclibe, sendo que apds adquirirem resisténcia a

terapia enddcrina, utiliza-se a quimioterapia com enfoque na quimioterapia
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combinada ao invés de terapia com agente unico, garantindo menor toxicidade e
melhor qualidade de vida.

No caso do CM metastatico triplo-negativo, a quimioterapia € a unica opg¢ao
(WAKS. A, et al. 2019). Outra abordagem terapéutica para o CM, principalmente
para o TN é a terapia imunoloégica, uma vez que a descoberta de linfocitos
infiltrantes de tumor (TIL’s) no CM demonstrou o carater imunogénico como um
fator benéfico para esse tipo de terapia.

A analise de amostras de tumores mamarios revelou que individuos com
subtipos HER2 e tumores TN apresentaram maior numero de TIL’s do que aqueles
com subtipos RH+. Diferentes alvos podem estar envolvidos no combate a subtipos
especificos do CM, como por exemplo a inibicdo das vias envolvidas em
sobrevivéncia celular sendo elas PI3K, AKT e mTOR, inibicado de cinases
dependentes de ciclina (CDK4/6) e linfécitos infiltrantes (TILs). Ja no caso do TN,
abordagens mais especificas podem ser adotadas, incluindo o bloqueio de ponto
de verificagdo imunoldégico envolvendo PD-1 e PL-1 com atezolizumabe e

pembrolizumabe, inibidores de VEGF e angiogénese (YE. F, et al. 2023).

2.5 QUIMIOTERAPIA NO CANCER DE MAMA

Apesar dos riscos associados a curto e longo prazo, a quimioterapia continua
sendo essencial para prevenir a recorréncia em pacientes com CM em estagios |-
lll. E a Gnica terapia sistémica com eficacia demonstrada no cancer de mama TN e
um adjuvante importante a terapia enddcrina ou a terapia direcionada a HER2+.
Um estudo de aproximadamente 100.000 mulheres inscritas em ensaios
randomizados de quimioterapia para CM precoce demonstraram que um regime de
quimioterapia contendo antraciclina em altas doses, em comparagdo com nenhuma
quimioterapia, reduziu significativamente a mortalidade por cancer de mama em 10
anos em aproximadamente um ter¢o, assim como a terapia endoécrina adjuvante
para tumores RH+ (CURIGLIANO. G, et al. 2023).

Os tratamentos com quimioterapia para o cancer de mama podem ocorrer
tanto no pré-operatério (primario ou neoadjuvante) quanto no pdés-operatério

(adjuvante). Esses tratamentos sdo definidos levando em consideragao fatores
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clinicos e biolégicos do tumor além das caracteristicas do paciente. Sendo assim,
0s principais critérios incluem: estadiamento do tumor e extensdo da doenca,
subtipo molecular do tumor. Os quimioterapicos de escolha geralmente incluem
ciclofosfamidas, agentes de platina como por exemplo a carboplatina e cisplatina,
taxanos como o paclitaxel e as antraciclinas como a doxorrubicina (Figura 1)
(CURIGLIANO. G, et al. 2023). O paclitaxel e a doxorrubicina sdo dois agentes
quimioterapicos amplamente utilizados no tratamento de diversos tipos de cancer,
especialmente no cancer de mama, possuindo mecanismos de agao distintos
(SLEDGE. W, et al. 2003).

O paclitaxel, inicialmente chamado de taxol, € um composto diterpenoide
natural extraido do teixo do Pacifico, Taxus brevifolia, uma arvore nativa dos
Estados Unidos, descoberto em 1970. Como um agente anti-microtubulo, o
paclitaxel promove a montagem de microtubulos, aumenta a atividade dos dimeros
de tubulina e estabiliza os microtubulos existentes, ao mesmo tempo que inibe sua
desmontagem. A estabilidade aumentada dos microtubulos na presenga de
paclitaxel resulta na parada do ciclo celular na fase G2, levando a inibicdo da
replicacao celular. Além disso, o paclitaxel pode distorcer os fusos mitéticos e levar

a fragmentagéo dos cromossomos (FARRAR. M, et al. 2023).

FIGURA 1- Estrutura quimica dos quimioterapicos organicos empregados no tratamento do cancer
de mama TN, paclitaxel (a) e doxorrubicina (b). Fonte: (FARRAR. M, et al. 2023).
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A doxorrubicina € um medicamento antraciclinico extraido pela primeira vez
do Streptomyces peucetius var. caesius na década 1970, atuando na célula na
interrupcao do reparo do DNA mediado pela topoisomerase Il e geracao de radicais
livres, gerando danos as membranas celulares, DNA e proteinas (THORN. C, et al.
2011).

Porém, estes quimioterapicos apresentam efeitos colaterais severos,
incluindo sinais de toxicidade imediata e crénica. Os sintomas agudos incluem
fadiga, nauseas, vomitos, diarréria intensa, perda de cabelo, feridas na mucosa
oral, dorméncia em maos e pés, perda de memodria e alteragdes gastrointestinais
graves (SCHIRRMACHER. V, et al. 2018). Ja os efeitos crénicos incluem
cardiotoxicidade, neurotoxicidade, paralisia, coma, mielossupressdo e neuropatia
periférica, o que limita a eficacia dos regimes de tratamento (MARUPUDI. N, et al.
2007). Estudos demonstram que a quimioterapia combinada, na qual dois ou mais
medicamentos anticancer sao coadministrados, pode superar esse problema
porque o sinergismo leva a diminuicdo da dose do quimioterapico, além de reduzir
a resisténcia, tornando interessante sua combinagdo com novos compostos
(HESTI. W, et al. 2024).

2.6 PRINCIPAIS VIAS DE MORTE CELULAR

O equilibrio entre a proliferagdo e morte celular (MC) é essencial para
manutencdo da homeostase fisioldgica e para defesa contra lesdes e mutagdes.
Sendo assim, pode-se dividir as vias de MC em duas: morte acidental decorrente
de lesbes como a necrose ou apoptose e morte regulada envolvidas no
desenvolvimento do organismo e renovacado tecidual, como por exemplo, a
apoptose e necroptose. No caso do cancer, ocorre a inativagao dessas vias,
impedindo a morte de células mutadas ou danificadas o que permite a
sobrevivéncia de células geneticamente instaveis, facilitando a progressao tumoral
(TONG. X, et al. 2022).

A morte acidental decorrente de lesbes irreversiveis como por exemplo
isquemia, exposi¢des a substancias toxicas, infecgdes e trauma, leva a célula a um

processo de morte patologica chamado de necrose. As principais caracteristicas
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desse tipo de morte incluem perda da integridade da membrana, expansédo do
conteudo citoplasmatico devido ao desequilibrio idnico, processo inflamatorio, dano
mitocondrial severo com deplecao de ATP, tumefacdo celular, eosinofilia
decorrente da perda de RNA citoplasmatico e das proteinas citoplasmaticas
desnaturadas e figuras de mielina provindas de fosfolipidios de membranas
plasmaticas lisadas. Ainda, ocorrem alteragdes nucleares, como encolhimento
(picnose) fragmentacéao (carioréxis) sendo que com o passar do tempo, o nucleo
vai desaparecendo gradualmente (caridlise) (YUAN. J, et al. 2023).

O mecanismo de morte apés uma lesao irreversivel além da necrose,
também pode ser por apoptose. Apesar de possuirem caracteristicas distintas, a
necrose e apoptose podem coexistir em um mesmo tecido, o que leva a célula a
optar por um ou outro mecanismo depende de fatores como intensidade da lesao
e dos receptores que sao acionados. A apoptose depende de ATP e, por isso, as
agressdes que a provocam nao podem bloquear completamente a produgéo de
energia, caso contrario ocorrera necrose (YUAN. J, et al. 2023). Ao contrario da
necrose a apoptose, um tipo de morte celular regulada, € caracterizada
morfologicamente por encolhimento celular provindos da eliminagao de eletrélitos
e agua por meio de canais especificos, incluindo aquaporinas, condensagao da
cromatina, formagao de bolhas na membrana, fragmentagdo do DNA e formacgéao
de corpos apoptéticos, podendo ser dividida em duas vias: a via extrinseca e a
intrinseca.

A via extrinseca é estimulada por moléculas tais como o fator de necrose
tumoral (TNFa), ligante Fas (FasL) ou ligante indutor de apoptose ligado ao TNF
(TRAIL) aos receptores de superficie celular que sdo TNF1(TNFR1), Fas e receptor
de morte (DR4/5), respectivamente. Isso leva a ativagao da caspase-8, que induz
a apoptose por duas vias: ativacdo direta de caspases efetuadoras 3, 6 e 7,
responsaveis pelo aumento de atividades de proteases que completam o processo,
independente da participagdo das mitocéndrias. Sendo que a segunda via se da
pela clivagem da proteina pro-apoptética BID originando um fragmento que se liga
as proteinas BCL2 resultando em aumento da permeabilidade mitocondrial, onde
inicia-se a via intrinseca (Figura 2) (PENG. F, et al. 2022; YUAN. J, et al.2023).
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FIGURA 2 - Esquema demonstrativo da via intrinseca e extrinseca da apoptose. Fonte: (YUAN. J,
et al. 2023).
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A via intrinseca é mediada pelas mitocdndrias, pois quando sao agredidas
por inumeros agentes, sofrem aumento da permeabilidade da membrana externa e
liberam no citosol moléculas pré-apoptoticas. Essas moléculas pré-apoptoéticas séo:
citocromo C que se associa no citosol a APAF1, forma o complexo denominado de
apoptossomo, que por sua vez ativa a caspase 9, dando origem a “roda da morte”,
iniciando assim a apoptose. A proteina SMAC/DIABLO, responsavel por inibir a IAP
(inibidora natural da apoptose), permite a ativagao de caspases. O AlF (apoptopsis
inducing factor) que ativa a caspase 9 e algumas endonucleases. Ainda, existem
muitas moléculas no citosol que atuam estimulando ou inibindo a apoptose, como
por exemplo a proteina antiapoptotica BCL-2 cuja fungdo principal € impedir a
liberacdo do citocromo C das mitocondrias, o que bloqueia a ativagao da cascata
de caspases. Existe também as proteinas pro-apoptoticas como a proteina BAX,
que possui um dominio que se liga a BCL2 e induz a abertura dos poros, e saida
do citocromo C, SMAC e AIF, induzindo a apoptose (Figura 2) (YUAN. J, et al.
2023).



23

Outra via de morte celular regulada € a necroptose, sendo caracterizada
como mecanismo de morte celular programada necrética. Morfologicamente esse
tipo de morte se assemelha a necrose pois ocorre perda de ATP, tumefagao celular
e de organelas, liberacdo de enzimas lisossomais e ruptura da membrana
plasmatica. E uma morte altamente regulada, envolvendo proteinas da familia de
quinases RIPK (receptor de interagdo com proteina quinase), sendo eles RIPK1,
RIPK3 e a pseudocinase MLKL (proteina semelhante ao dominio da quinase de
linhagem mista). Quando a atividade da caspase-8 ¢ inibida, as proteinas RIPK1 e
RIPK3 formam um complexo chamado necrossoma, que promove a fosforilagdo da
MLKL. A MLKL fosforilada oligomeriza e transloca-se para a membrana plasmatica,
onde forma poros ou recruta canais idnicos. Isso resulta na liberagao de moléculas
intracelulares, incluindo DAMPs (padrées moleculares associados a danos),
quimiocinas e citocinas, promovendo inflamagcdo. A necroptose aproxima-se da
apoptose pois € desencadeada por eventos de transducdo de sinal, porém sem
ativacao das caspases. No caso da ativacédo da via apoptotica, apds a ligagao do
TNF-a ao receptor TNFR, ocorre o recrutamento de proteinas adaptadoras, como
TRADD e RIPK1, que ativam a caspase-8, resultando na apoptose (Figura 3)
(DHURIYA. Y, et al. 2018; DEL RE. D, et al. 2019).
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FIGURA 3 - Mecanismo molecular da necroptose. Fonte: (DHURIYA. Y, et al. 2018).
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2.7 ESTRESSE OXIDATIVO E SUA RELACAO COM A NECROPTOSE

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo moléculas que caracterizam por
possuirem no minimo um atomo de oxigénio, mas que possuem atividade muito
elevada quando comparadas com o O2 molecular. Os ERO incluem radicais livres
(oxigénio singlete, radical hidroxila e superdxido) e uma espécie nao radical, o
peréxido de hidrogénio (H202) (RAUF. A, et al. 2023).

Essas espécies sado instaveis pois contém um ou mais elétrons
desemparelhados e podem reagir com outras moléculas, seja doando seu elétron
desemparelhado ou retirando-o de outra molécula para aumentar a estabilidade.
Dessa forma, o radical livre converte a molécula ao qual ele reagiu em outro radical
livre, originando um processo em cadeia. Nos eucariontes os ERO sao produzidos
principalmente por reagdes bioquimicas nas mitocondrias.

As enzimas NADPH oxidades (NOXs) e a cadeia transportadora de elétron
mitocondrial sdo as principais fontes enzimaticas enddgenas de superoxido e
peréxido de hidrogénio. No entanto, os ERO também vém de fontes como
peroxissomos, xantina oxidase (XO), lipo e ciclooxigenase e citocromo P450 no
reticulo endoplasmatico. Nas mitocondrias, os niveis fisiolégicos de superoxido e

peréxido de hidrogénio participam de reagdes de oxidorredugdo, porém em
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situacbes de estresse oxidativo, sua producdo € aumentada, levando a um
desequilibrio entre a producdo de ERO e acéo do sistema de defesa antioxidante
(JUAN. C, et al. 2021). ERO sdo moléculas de sinalizagdo que induzem
diferenciagao celular e apoptose, contribuindo para o processo natural de
envelhecimento. Participam também de contragdes musculares, regulagdo do
tébnus muscular e ainda possuem atividade bactericida.

O oxigénio molecular (O2) é a principal fonte de ERO nas células. No
processo normal de respiragdo celular, na cadeia transportadora de elétrons a
intencdo é a redugao da molécula de O2 para produzir agua. Com isso, o Oz é
reduzido a H20 com aceitacdo de 4 elétrons e 4 prétons. Como os elétrons séo
passados um a um, ocorrem fases intermediarias. No processo de aceite do
primeiro elétron pelo O2, ocorre a formagao de superoxido e este é reduzido pelo
segundo elétron originando o peroxido de hidrogénio, H202. Esta espécie € entédo
reduzida pelo terceiro elétron resultando em H20 e na radical hidroxila, que por sua
vez é reduzida pelo quarto elétron formando a segunda molécula de agua. (JUAN.
C. A, etal 2021).

Os elétrons que escapam da cadeia de transporte de elétrons, na membrana
interna da mitocéndria reagem com o oxigénio para produzir um anion superéxido.
Este anion é instavel e ndo pode atravessar membranas, mas é rapidamente
convertido em peréxido de hidrogénio, que é permeavel a membrana. O superoxido
pode participar da reacdo de Haber-Weiss para formar o radical hidroxila. Este
radical também pode ser formado na presenca de metais de transicdo, na reagao
de Fenton.

O processo de aumento anormal de producao dos ERO se da por diversos
fatores dentre eles: exposicado excessiva a radiacdao UV, condigdes de estresse a
longo prazo, exercicio fisico intenso, dieta inadequada, uso de estimulantes e pelo
metabolismo de drogas e xenobidticos. A producdo excessiva de ERO leva ao
estresse oxidativo o que causa danos a nivel celular e molecular, provocando
agregacao e desnaturacéo proteica, peroxidagéo de lipidios e danos ao DNA e DNA
mitocondrial, levando a processos de morte celular (MC) como por exemplo a

necroptose. O mecanismo que envolve essa morte celular induzida por ERO esta
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demonstrado na figura 4, em que a morte celular dependente de RIPK1 pode ser
induzida por meio da ativagao da via do receptor de morte.

Na primeira etapa, TNFa ou FasL, por meio da ligagéo ao respectivo receptor
(TNFR1 ou Fas), aciona a montagem do complexo | (TNFR1, TRADD, RIPK1,
TRAF2, clAPs e CYLD). Sob indisponibilidade de TRADD ou clAPs, o complexo |l
b é formado (RIPK1, RIPK3, FADD e caspase 8), que induz a apoptose dependente
de RIPK1.

Outro cenario é iniciado quando a caspase-8 ou FADD sao deficientes, entao
o complexo Il ¢ (necrossomo) construido a partir de RIPK1-RIPK3 é formado.
Subsequentemente, ele fosforila e recruta MLKL, que oligomeriza em membranas
plasmaticas ou de outras organelas intracelulares (mitocéndrias, ER, lisossomos),
levando a seus danos e morte celular por necroptose. Além disso, a perfuragao da
membrana plasmatica evoca a liberagdo de padrbes moleculares associados ao
dano (DAMPs), que induz resposta inflamatoéria no tecido circundante. Entre outros
indutores de necroptose, os seguintes podem ser listados: lipopolissacarideos
(LPS), receptores do tipo TLR, ERO, danos ao DNA, excitotoxicidade e sobrecarga
de calcio. Além de MLKL, entre outros executores de necroptose, ROS, AlF, Drp-
1, JNK, p38, ERK1/2, calpainas e enzimas lisossomais podem ser mencionados
(Figura 4) (JANTAS. D, et al. 2021).
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FIGURA 4 - Mecanismos de necroptose e apoptose com envolvimento de ERO. Fonte: (JANTAS.
D, et al. 2021)
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Diversos estudos apontam que o acumulo de ERO pode induzir a necroptose
por meio da ativacdo de vias sinalizadoras especificas, enquanto a proépria
necroptose pode aumentar a producdo de ERO, estabelecendo um ciclo de
feedback positivo (JINAWONG. K, et al. 2020). Uma dessas vias sinalizadoras é a
via do NF-kB, responsavel pela sinalizagao celular na resposta a estimulos como
inflamacéo, estresse, infecgéo, danos ao DNA e presenca de ERO (GAO.S, et al.
2021).

Em condi¢cdes normais, proteinas inibidoras se ligam ao NF-kB e impedem
sua translocagao para o nucleo, mantendo-o inativo no citoplasma, porém quando
ha sinalizagdes externas, essas proteinas sao fosforiladas e o NF-kB é liberado e
entdo adentra o nucleo. Uma vez no nucleo, NF-kB se liga a sequéncias especificas
no DNA e promove a transcricdo de genes importantes, sendo um deles

relacionado a morte celular necroptoética, o RIPK3.
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GAO, et al. (2021), por meio da protebmica de locus genbmico, rastreou
fatores de transcricdo e proteinas regulatérias associadas ao locus RIPK3 em
células endoteliais murinas. Os autores descobriram 41 proteinas nucleares que
sao especificamente enriquecidas no locus RIPK3, incluindo os componentes da
via de sinalizacdo NF-kB, além de verificarem que existem proteinas que compde
essa via que se ligam diretamente ao promotor RIPK3, prevenindo sua transcrigao.

Além disso, condigdes patoldégicas como diabetes mellitus, aterosclerose,
doencas cardiovasculares, doengas neurodegenerativas e cancer tém sido
associadas a necroptose mediada por ERO. Segundo ADAMEQOVA, et al. (2022), o
diabetes mellitus caracteriza-se por apresentar um desequilibrio no sistema redox,
e isso pode desencadear necroptose como um mecanismo primario de morte de
células de ilhotas pancreaticas.

Em estudo de JINAWONG et al. (2020), a inibicao da necroptose
desencadeadas por ERO, por meio do uso do antidiabético metformina melhorou a
fungao cognitiva e morfologia cerebral, além de prevenir complicagdes metabdlicas
induzidas pela obesidade em varios modelos de camundongos. Além de contribuir
para a resisténcia a insulina por meio da sinalizagcdo associada a de necroptose, o
estresse oxidativo também favorece a ocorréncia de dano aterosclerético, de fato,
macrofagos submetidos a LDL oxidado foram suscetiveis a morte por necroptose
mediada por RIPK3 (JINAWONG. K, et al. 2020).

Mais suporte vem de outro estudo mostrando que placas aterogénicas
aumentaram a expressao de RIPK3 e MLKL em comparagao com paredes arteriais
saudaveis (KARUNAKARAN. D, et al. 2016).

A necroptose também esta associada a disfuncao cardiaca pois segundo
LIANG. W, et al. 2017 e WANG.C, et al. 2022, analises in vitro e in vivo mostraram
que o pré-tratamento de células de mioblastos H9c2 com N-acetilcisteina (NAC) um
medicamento antioxidante, atenuou o dano oxidativo celular induzido pela
doxorrubicina ao mesmo tempo que inibiu a necroptose ao regular negativamente
a expressao de RIPKS.

Além disso, em um modelo de rato de insuficiéncia cardiaca, o pré-
tratamento com NAC aliviou a disfuncgéao sistdlica do ventriculo esquerdo, atenuou

o aumento de ERO e atenuou a ativagdo da morte celular necroptética, conforme
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evidenciado pelos niveis reduzidos de RIPK1, RIPK3 e MLKL. Ainda, a ativagao de
RIPK3 induzida por dano cardiaco vindo de isquemia também elevou o estresse
reticulo sarcoplasmatico pela producdo de ERO levando a permeabilidade
mitocondrial e morte necroptotica de cardiomiécitos (ADAMEOVA. A, et al. 2022).

Além dessas patologias, a necroptose é relacionada como a principal causa
de morte neuronal em doencgas degenerativas. Tal suposigao foi apoiada por
caracteristicas bioquimicas e morfoldgicas das células afetadas, bem como pelo
fato de que varios inibidores de necroptose eram neuroprotetores em modelos
celulares e animais de doengas neurodegenerativas.

Na doencga de Huntington, a degeneracéao relacionada a citotoxicidade de
neurénios espinhosos esta associada a defeitos dos complexos de cadeia
transportadora de elétrons mitocondriais, resultando em estresse oxidativo e morte
celular (DAMIANO. M, et al. 2010).

Ja na doenga de Parkinson, o estresse oxidativo, que induz a degeneragao
dos neurdnios dopaminérgicos da substancia negra, esta associado com uma
diminuicao de sistemas antioxidantes, aumento liberacdo aprimorada de glutamato,
perturbacdo na homeostase de calcio e defeito na cadeia transportadora de
elétrons mitocondrial (TRIST. B, et al. 2019; DIONISIO. P, et al. 2021).

Além disso, os ERO também estdo envolvidos na Esclerose Lateral
Amiotréfica (ELA) sendo caracterizada pela degeneragéo seletiva dos neurénios
motores, que esta ligada ao aumento no influxo de Ca ?*, mutagdo de SOD17 e
defeitos na cadeira transportadora de elétrons mitocondrial, levando ao estresse
oxidativo e a morte do neurbénio motor (TAN. W, et al. 2014). Ja no cancer, por
exemplo, compostos quimicos que aumentam as ERO intracelulares foram capazes
de induzir a necroptose, enquanto inibidores de RIPK1, RIPK3 e antioxidantes
bloquearam a morte celular, reforcando a importancia do equilibrio redox nesses
mecanismos (ZHANG. D, et al.2009; SCHENK. B, et al. 2015; CHO. Y, et al.2009;
RIVERA. J, et al. 2010; JANTAS. D, et al. 2021).

Ainda, diversos estudos destacam o papel dos metais na produgédo de ERO,
dentre eles o vanadio, destacando seus impactos negativos em biomoléculas
grandes como por exemplo proteinas, lipidios e acidos nucleicos (AURELIANO, et
al. 2018).



30

Foi demonstrado que o vanadio, especialmente nos estados de oxidagao
V(5+) e V(4+), participa de rea¢des redox intracelulares que promovem a formagéo
de ERO, exacerbando o estresse oxidativo (PESSOA. J, et al. 2015). Esse
processo inicia-se com a entrada do vanadio na célula, predominantemente no
estado de oxidagao V(5+), através da membrana celular. Uma vez dentro da célula,
o0 vanadio é submetido a ciclos de oxidacdo e reducdao mediado por sistemas
enzimaticos dependentes de NADPH, como flavoproteinas e NADPH oxidase. Essa
reducao do V(5+) a V(4+) gera anions superoxido (O,¢7), os quais sdo rapidamente
convertidos a peroxido de hidrogénio (H,O,) pela acdo da superdxido dismutase
(SOD), gerando peroxovanadato (PV) e peroxidagdo de lipidios de membrana
(LPO). O peroxido de hidrogénio gerado, por sua vez, € uma molécula central no
ciclo redox do vanadio, com potencial de induzir danos celulares significativos.

Em condigbes normais, a célula utiliza mecanismos antioxidantes, como a
catalase (CAT) e a glutationa reduzida (GSH), para neutralizar o H,O,. A catalase
converte H,O, em agua e oxigénio molecular (O;), enquanto a GSH atua reduzindo
o H,O, e regenerando-se com a ajuda de outras enzimas antioxidantes, protegendo
a célula contra o estresse oxidativo. Contudo, na presenca do vanadio, esses
mecanismos sao frequentemente sobrecarregados.

A reacao quimica de Fenton, catalisada pelo vanadio no estado V(4+), utiliza
o H,0O, como substrato para gerar radicais hidroxila (HO-), espécies extremamente
reativas que promovem danos severos as biomoléculas.

Além disso, os compostos de enxofre, como os tidis (Thio), desempenham
um papel crucial no mecanismo de defesa contra os efeitos do vanadio na célula.
Os tidis podem reagir diretamente com os radicais livres ou interagir com o vanadio,
ajudando a mitigar os danos oxidativos. Porém, o esgotamento dessas moléculas

pelo excesso de ERO agrava o estresse oxidativo (Figura 5) (Aureliano et al., 2018).
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FIGURA 5 - Mecanismo dos efeitos do vanadato (V (5+)), vanadil (V (4+)) e peroxovanadato (PV)
no estresse oxidativo intracelular. Fonte: (Aureliano et al., 2018).
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Os efeitos dos compostos de vanadio foram testados em varios processos
biolégicos, e varios biomarcadores foram identificados, dentre eles o
malondialdeido (MDA), sendo o mais comum (BYCZKOWSKI et al. 2023). Em um
estudo realizado por Zaporowska et al. (1993), foi demonstrado que a
administracao cronica de vanadio, na forma de metavanadato de aménio, em
concentragdes de 0,2 ou 1,0 mM na agua potavel, por um periodo de 4 semanas,
resultou em elevagao significativa dos niveis de MDA no sangue de ratos,
evidenciando os efeitos prejudiciais do metal em condicboes de estresse oxidativo
prolongado.

Os danos causados pela lipoperoxidacdo lipidica ndo se limitam as
membranas celulares. Organelas intracelulares, como o reticulo endoplasmatico
(RE), séo fortemente impactadas. O RE, essencial para a sintese de proteinas e o
metabolismo de lipidios e calcio, possui membranas ricas em acidos graxos
poliinsaturados altamente suscetiveis a oxidagao. A peroxidacéao lipidica reduz a
mobilidade dessas membranas, comprometendo a formacédo de vesiculas e os
processos de transporte intracelular, como descrito por Thomas et al. (1990). Os
efeitos do vanadio também se estendem as proteinas e ao DNA. A glutationa

reduzida (GSH), um antioxidante essencial, é esgotada durante os processos redox
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promovidos pelo vanadio, enfraquecendo ainda mais a capacidade da célula de
neutralizar as ERO (MOREL et al. 1990).

Em proteinas estruturais e funcionais, como miosina e actina, foram
observadas modificagdes oxidativas mediadas por ERO, resultando em inativacao
e alteragdes estruturais (AURELIANO et al. 2018). Ja no DNA, o vanadio age de
forma direta e indireta, promovendo interacbes com a estrutura tridimensional da
dupla hélice e proteinas associadas, como histonas. Além disso, as ERO geradas
causam quebras na cadeia de DNA, mutagdes e instabilidade genética, estando

esses processos associados a doengas como cancer (DEVI. R, et al. 2012).

2.8 SISTEMAS ANTIOXIDANTES CELULARES E MECANISMO DA GLUTATIONA

Como os ERO sao potencialmente lesivos para as células, estas possuem
varios sistemas antioxidantes, dentre eles: superéxido dismutase (SOD), que faz a
conversao de superoxido em perdxido de hidrogénio, de forma mais acelerada.
Outro representado pela catalase, sendo uma enzima tetramérica que contém
heme e catalisa a decomposigcao de perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio.
Também, existem as vitaminas C e E, sendo que o acido ascérbico (vitamina C), é
hidrossoluvel, remove radicais livres e reage formando um produto inativo chamado
de acido desidroascérbico que é reduzido a acido ascorbico pela enzima
desidroascorbato-redutase. A vitamina E, que reage com agua e forma radicais
livres, formando tocoferol-semiquinonas, convertidas em a-tocoferol. Ainda outro
sistema antioxidante € o sistema de tiorredoxina, proteina que atua de modo
semelhante a glutationa e outras moléculas como taurina, bilirrubina, cisteina, acido
urico e carotenoides também removem radicais livres (BANSAL. A, et al.2018).

Por fim, outro sistema importante que foi abordado neste trabalho é
representado pela glutationa (GSH), sendo util em uma infinidade de processos,
como na proliferagcéo, divisdo e diferenciagao celular, é cofator para enzimas e
desintoxicagdo de xenobioticos. O GSH é um tripeptideo composto por: glicina,
cisteina e acido glutamico. A GSH esta presente em condic¢des fisioldgicas na sua
forma reduzida (GSH) com um grupo tiol (-SH) ligado a cisteina, sendo um

antioxidante essencial presente em todas as células dos mamiferos. Quando o
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GSH entra em contato com o perdéxido de hidrogénio, a enzima glutationa
peroxidase faz com que a GSH perca um elétron e um préton (H+) e se oxide,
originando a forma oxidada chamada de dissulfeto de glutationa (GSSG) e uma
molécula de agua. Para que a GSSG retorne para GSH, a enzima glutationa
redutase e seu cofator NADPH, vinda do ciclo das pentoses fazem a reducao de
GSSG (AVERILL-BATES. D. A, et al. 2023).

2.9 CONTRIBUICOES DA QUIMICA INORGANICA PARA A TERAPIA DO
CANCER DE MAMA

A partir da segunda metade do século XX, os compostos baseados em
metais passaram a receber atengdo especial em seu potencial na aplicagéao
medicinal, por permitir o desenvolvimento de agentes terapéuticos que se
diferenciam daqueles obtidos com compostos organicos (LUISA. A, et al. 2023).
Dentre eles, o composto de maior destaque, a cisplatina (Figura 6a), foi descoberta
por acaso por Barnett Rosemberg e colaboradores em 1965. O uso clinico da
cisplatina reduziu o numero de mortes em pacientes com cancer de testiculo em
cerca de 80%, aumentando assim o interesse por complexos metalicos com
propriedades farmacolégicas. Atualmente a cisplatina é utilizada em conjunto com
a radioterapia ou outros quimioterapicos em casos de diagnostico tardio (ZHANG.
J, etal. 2024.)

Um artigo de revisao recente sobre a quimioterapia a base de compostos de
platina mostrou que, para o cancer de mama TN, a maioria dos estudos clinicos
empregam a carboplatina (Figura 6b) como neoadjuvante dos quimioterapicos a
base de antraciclina. Os resultados indicam um aumento de taxa de sobrevida livre
de progressao, sobrevida global e taxa de resposta global quando comparada aos
regimes de tratamento de nab-paclitaxel/gencitabina ou gencitabina/carboplatina
(MASON. S, et al. 2023). Além disso, os protocolos resultaram em um aumento
notavel das taxas de resposta patoldgica completa, perfil de toxicidade favoravel e
custo reduzido do tratamento de pacientes em estagio inicial (MUHAMMAD. N, et
al. 2024).
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FIGURA 6 - Estrutura quimica da cis-diamindicloroplatina(ll), cisplatina e da carboplatina. Fonte:(
MUHAMMAD. N, et al. 2024).
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A cisplatina exerce sua atividade anticancer por meio de lesdes no DNA, pela
interacédo com bases de purina seguido pela ativacdo de vias de transdugao de
sinal, que culminam em apoptose. Quando em contato com o citosol, que possui
baixa concentracao de cloreto, a cisplatina sofre uma reagcédo de aquacgao, na qual
ocorre a substituicdo de um ou dois cloretos por moléculas de agua, tornando-a
muito reativa, o que pode explicar a ligagao covalente no DNA, gerando lesdo. No
entanto, os efeitos colaterais e a resisténcia aos medicamentos sédo dois fatores
que limitam sua aplicacédo e eficacia. A reducao do acumulo de medicamentos
dentro das células cancerigenas, a inativagdo do medicamento pela reagdo com
GSH e metalotioneinas e o reparo mais rapido das lesbes de DNA sao
responsaveis pela resisténcia a cisplatina (GHOSH. S, et al. 2019). Para minimizar
os efeitos colaterais e a resisténcia a cisplatina, ela € utilizada em conjunto com a
radioterapia ou outros quimioterapicos, mostrando-se mais eficaz para o tratamento
do céncer (ZHANG. J, et al. 2024).

Devido a essa toxicidade, outros cinco compostos analogos a ela também
passaram a ser utilizados na terapia do cancer de mama de forma isolada ou
combinada. Os analogos incluem a carboplatina, satraplatina, picoplatina e
iproplatina. A carboplatina apresenta um ligante acido ciclobutanodicarboxilico que
€ muito mais estavel e com isso, o tempo para o composto atingir a molécula alvo
€ maior, sua ligacdo com proteinas € menos irreversivel que a cisplatina e sua

excrecdo € mais rapida. Constitui-se como uma alternativa util pois apresenta
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menor nefrotoxicidade e gastrotoxicidade apesar de sua toxicidade para células
cancerigenas ser menor que a cisplatina. Porém, seu uso apresentou uma
resisténcia cruzada com a cisplatina, pois devido a similaridade do mecanismo de
acao e estruturas quimicas, ceélulas tumorais que desenvolvem resisténcia a
cisplatina também apresentam resisténcia a carboplatina (ALMEIDA. V. L, et al.
2005). Apesar da toxicidade ter sido melhorada, a resisténcia cruzada e a falta de
biodisponibilidade oral levaram a busca por um medicamento de terceira geracéo.

Compostos com um ligante NH3 e um ligante que seja uma amina organica
foram investigados com a hipétese de que os ligantes de amina mista teriam uma
interacdo diferente com o DNA, surgindo dessa forma o primeiro composto
biodisponivel por via oral, o complexo de Platina (IV), a satraplatina. Porém, esse
composto passou por um ensaio de fase Ill em cancer de prostata metastatico e
mostrou apenas crescimento celular controlado e nenhum aumento na taxa de
sobrevivéncia geral em comparacdo com a cisplatina (SAHADEVAN. M, et al.
2024).

Levando em consideragdao a busca por um medicamento que superasse a
resisténcia da cisplatina e atenuasse os mecanismos de resisténcia associados a
ela, caracterizados por reparo de lesdes do DNA, reducédo do acumulo ou transporte
intracelular e interagdo com moléculas antioxidantes, como a GSH, surgiu a
picoplatina. Esse medicamento apresenta alta eficiéncia em relagdo a muitos tipos
de cancer além do CM, como cancer colorretal, de pulmao, ovario e cancer de
prostata. Ainda, a menor taxa de substituicdo da picoplatina, permite que a droga
tenha mais tempo para atingir o DNA, ao contrario do que ocorria com a cisplatina
e carboplatina. Porém, foi testada em varios ensaios clinicos e foi visto que embora
demonstre atividade em pacientes sensiveis a cisplatina, mostrou apenas uma
pequena melhora em relagao a pacientes resistentes a cisplatina. Por este motivo,
ela ndo atendeu aos requisitos da AstraZeneca que decidiu interromper seu
desenvolvimento (SAHADEVAN. M, et al. 2024).

Além de diversas desvantagens apresentadas por agentes alquilantes do
DNA, como é o caso dos complexos de platina, os complexos de coordenagao com
a platina induzem morte celular por apoptose, portanto séo ineficazes no tratamento

de células tumorais resistentes a essa via. Com base nisso, o desenvolvimento de
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uma nova quimica organometalica medicinal pode fornecer outras respostas
terapéuticas com base na diferenca de comportamento. A principal diferenca entre
um complexo de coordenagdo do tipo cisplatina e um composto organometalico
esta em seu mecanismo de ligagao quimica. Compostos de platina necessitam de
uma reacao de aquacao para serem ativados e muitas vezes possuem o DNA como
alvo primario, o qual n&o é exclusivo. Enquanto os organometalicos, que tendem a
ser mais lipofilicos e tém pelo menos uma ligagdo covalente carbono-metal,
funcionam de maneira diferente em alvos proteicos. Sendo assim, outros
compostos a base de metais também foram utilizados para o tratamento do cancer
de mama na tentativa de terem outros alvos dentro das células, dentre eles estédo
os complexos de ouro e ferro.

Os complexos organometalicos baseados em ferro, sdo covalentemente
ligados a um arcaboug¢o de tamoxifeno, podendo conferir diversas aplicagbes
bioldgicas. O sucesso desses compostos se da pela reatividade quimica do
complexo organometalico, o que difere do metal ou ligantes organicos sozinhos.
Entre esses complexos, esta a familia do ferrocifeno que consiste em uma fragao
ferroceno covalentemente ligada a um esqueleto de tamoxifeno (DASARI. S, et al.
2014). O ferrocifeno esta entre os primeiros organometalicos moduladores seletivos
do receptor de estrogeno. Vieram como uma proposta promissora pois possuem
um alto potencial antiproliferativo em células de cancer de mama dependentes de
horménios, como é o caso da MCF7 e linhagens celulares que ndo sao
dependentes, como por exemplo a MDA-MB-231.

Além disso, viu-se que o alvo desse composto eram as proteinas ao invés das
bases do DNA e possuia uma caracteristica que sao dos organometalicos de inibir
a atividade da enzima tiorredoxina redutase, uma enzima com papel antioxidante
superexpressa em células cancerigenas, além de produzirem altas quantias de
ERO (IDLAS. P, et al. 2021). Ainda, é caracterizado por ser um composto aromatico
estavel, com baixa toxicidade, baixo custo e com propriedades redox reversiveis.
(JAOUEN. G, et al. 2015). Porém, para analisar melhor a eficacia dessas moléculas
e realizar estudos in vivo, os ferrocifenos precisam ser formulados em
nanocarreadores. I1sso ocorre pois eles sdo altamente lipossoluveis e ndo podem

ser injetados diretamente no sistema circulatorio.
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Outros compostos que ganharam destaque na terapia do cancer de mama
sdo os complexos de ouro (lll), que se apresentam como uma classe versatil e
eficaz de agentes anticancer baseados em metais. O avanco no desenvolvimento
de ligantes capazes de estabilizar o cation ouro (lll) e prevenir sua redugao sob
condigdes fisioldgicas abriu caminho para a investigacado de seus potenciais alvos
intracelulares e mecanismos de acgao.

A bioconjugacao de complexos de ouro (lll) emergiu como uma estratégia
promissora para aumentar a seletividade desses compostos para células
cancerigenas, minimizando danos a tecidos saudaveis.

Estruturas moleculares especificas, que sao reconhecidas pelas células
tumorais, tém sido incorporadas aos complexos de ouro para explorar os proprios
mecanismos de transporte celular, promovendo a captacdo seletiva do metal e
ampliando sua eficacia. Foi demonstrado que os compostos interagem intimamente
com proteinas como albumina e transferrina, mas apenas fracamente e
reversivelmente com DNA.

O mecanismo de acao desses compostos inclui a indugcdo de apoptose,
principalmente pela inibigdo de enzimas antioxidantes criticas para a sobrevivéncia
das células cancerigenas, como tiorredoxina redutase, glutationa peroxidase,
cisteina protease e glutationa-S-transferase. Além disso, devido a sua configuragéo
eletrénica semelhante a platina, os complexos de ouro (lll) foram inicialmente
propostos como alternativas a platina no tratamento do cancer. Entretanto, sua
estabilidade no ambiente intracelular representa um desafio significativo.

Sob condigdes redutoras em compartimentos biolégicos, o centro de ouro (I11)
tende a ser reduzido a ouro (l) ou ouro (0), o que pode levar a ligagdo com ligantes
inespecificos, resultando em perda de atividade terapéutica. Além disso, a redugao
do ouro (lll) aumenta o risco de acumulo do metal pesado em 6rgaos vitais,
comprometendo sua segurancga e dificultando a aprovacgéao pela FDA. Por esse
motivo, a escolha de ligantes apropriados para estabilizar o ouro (lll) &
particularmente importante, visando mitigar esses efeitos adversos e otimizar o
desempenho terapéutico, permitindo que complexos de ouro (lll) sejam usados
para fins quimioterapicos (BERTRAND. B, et al. 2018).
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2.10 CLASSIFICACAO DO VANADIO COMO iON DURO OU MACIO:
RELEVANCIA PARA A BIODISPONIBILIDADE, REATIVIDADE E IMPLICAGCOES
BIOLOGICAS

Para compreender as propriedades e acdes dos metais, assim como suas
interacbes com moléculas, é necessario considerar o conceito de acidos e bases
duros e macios, conforme a classificagdao de Pearson. Essa teoria descreve ions
duros como aqueles que possuem caracteristicas como pequeno tamanho, alta
densidade de carga e baixa polarizabilidade. Esses ions, entre os quais se incluem
H*, Na*, Ca%* e APP*, tém tendéncia a trocar ligantes rapidamente e podem ser
incorporados em canais ibnicos. Além disso, interagem preferencialmente com
bases duras, que sado igualmente pequenas e pouco polarizaveis, como os ions de
oxigénio e fluoreto. Por outro lado, ions macios possuem maior tamanho, baixa
densidade de carga e sao altamente polarizaveis. Eles interagem
preferencialmente com bases macias, como enxofre ou fésforo, e exemplos tipicos
dessa categoria incluem Pt**, Hg®>* e Au*. De maneira geral, as interagbes mais
estaveis ocorrem entre acidos e bases da mesma categoria, ou seja, duros-duros
ou macios-macios (VASCONCELLOS. M, et al. 2014).

No contexto do metal vanadio, objeto de estudo desse trabalho, sua
classificagdo como acido duro ou macio depende do estado de oxidagdo em que
se encontra. O vanadio pode apresentar diferentes estados de oxidagao, como V?*,
V3, V4 e V5. Nos estados mais elevados, como V4* e V°*, o vanadio apresenta
comportamento de ion duro, devido a sua alta densidade de carga. Nessas
condigdes, forma complexos estaveis com bases duras, como os atomos de
oxigénio e nitrogénio encontrados em fosfatos, carboxilatos e aminas, o que explica
sua interacdo com biomoléculas, como proteinas. Em contrapartida, nos estados
de oxidagdo mais baixos, como V** e V3**, o vanadio apresenta caracteristicas
intermediarias, sendo mais polarizavel e capaz de interagir com bases macias,
como o enxofre em tioéteres. A partir desse entendimento, destaca-se o papel dos
quelantes na estabilizacdo do vanadio em diferentes contextos quimicos e

biolégicos.
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Os quelantes sao moléculas ou ions que possuem dois ou mais atomos
doadores de elétrons, capazes de se ligar a um unico ion metalico por coordenacgao,
formando complexos estaveis. Essa interagdo com ligantes quelantes estabiliza o
ion metalico, prevenindo reagdes indesejadas, como precipitagdes ou desativagao
por outras espécies quimicas (TREVINO. S, et al. 2019).

A classificacdo do vanadio em ion duro ou macio torna-se relevante uma vez
que com isso torna-se possivel selecionar quelantes especificos para estabiliza-lo
em condi¢des bioldgicas, evitando reacdes indesejadas. Pode-se citar como por
exemplo a mimetizacdo com fosfato em sistemas enzimaticos, interagindo com
sitios cataliticos de enzimas como fosfatases e quinases, o que pode inibir ou ativar
vias metabdlicas.

Além disso, a interacao do vanadio pode influenciar sua biodisponibilidade e
reatividade em sistemas bioldgicos, pois em estados de oxidagdo mais elevados,
pode interagir com biomoléculas contendo oxigénio como fosfoproteinas ou
nucleotideos, aumentando sua solubilidade e transporte em meio bioldgico, para
que possa interagir com alvos especificos. Ja, em estados de oxidagcao mais baixos,
a afinidade por compostos sulfurados torna o vanadio capaz de influenciar o
sistema redox celular. Interagdes com GSH, um antioxidante importante, podem
modular o equilibrio entre ERO e mecanismos de defesa celular. Isso é relevante
em processos como apoptose, necroptose ou protecao contra o estresse oxidativo
(DOUCETTE. K. A, et al. 2016). Ainda, em estados elevados de oxidagado, o
vanadio em formas duras pode atuar como inibidor enzimatico, afetando processos
metabdlicos em células normais e cancerigenas. Por exemplo, sua interagdo com
fosfoproteinas pode regular a sinalizagéo celular ou inibir enzimas especificas,
como a tirosina fosfatase, o que tem implicacbes terapéuticas em doencas
metabdlicas e cancer. J& em estados baixos de oxidagao a interagdo com ligantes
sulfurados pode desempenhar um papel na neutralizagao de espécies reativas ou
na modulacdo da atividade redox. Isso € relevante para a protecdo celular em
condigbes de estresse oxidativo, lesdes celulares ou inflamagdo. Com isso, no
contexto do cancer, o conhecimento da biodisponibilidade, reatividade e
seletividade sdo fundamentais para modulas mecanismos celulares e atingir alvos
especificos de forma eficiente (TRAVERSO. N, et al. 2013).
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2.11 SINERGISMO DE METAIS COM QUIMIOTERAPICOS NO TRATAMENTO
DO CANCER DE MAMA

A combinagdo de medicamentos tem sido uma estratégia amplamente
utilizada no tratamento do cancer devido as vantagens sinérgicas, como a redugao
da dose necessaria, diminuigdo da toxicidade e minimizagao ou retardamento do
desenvolvimento de resisténcia aos farmacos. Por exemplo no estudo de Lin et al.
(2020) foi avaliado o efeito da combinacdo de Ruténio (lI) e doxorrubicina em
diferentes tipos de células cancerigenas, incluindo as linhagens de cancer de mama
MCF7 e MDA-MB-231. Os resultados demonstraram efeitos citotoxicos e
antiproliferativos significativos nessas células, acompanhados por um aumento na
producdo ERO e pela modulacdo de vias intracelulares relacionadas a
sobrevivéncia, proliferacdo e apoptose. Foi observada uma reducédo na expressao
da via PI3K/AKT, que é crucial para a sobrevivéncia celular, crescimento e
resisténcia a apoptose. Paralelamente, houve um aumento na expressao de PTEN,
um gene supressor tumoral que inibe diretamente a via PI3K/AKT, contribuindo
para o comprometimento das funcdes de sobrevivéncia das células tumorais. Além
disso, foi relatada a diminuicdo na expressdo de NF-kB e XIAP, fatores que
promovem a sobrevivéncia celular e inibem diretamente as caspases, enzimas
essenciais para o desencadeamento da apoptose.

A reducgdo desses fatores sugere uma maior predisposi¢cao das células a
morte programada. Por outro lado, a expressao de P53, um gene supressor tumoral
fundamental para a regulagdo do ciclo celular, reparo de DNA e inducédo de
apoptose, foi significativamente aumentada. Esse aumento indica uma resposta
pré-apoptética, favorecendo a eliminagao de células danificadas ou potencialmente
tumorais ( LIN. K, et al. 2020).

Ainda, no estudo de Machado. S, et al. (2024), foram sintetizados e
caracterizados quatro complexos de zinco (Il) com efeito citotoxico em linhagens
de células de cancer de mama MCF7 e MDA-MB-231. Esses complexos
demonstraram maior atividade nas células triplo-negativas, aumentando sua

sensibilidade aos quimioterapicos doxorrubicina e paclitaxel. Além disso,
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promoveram o aumento da expressao de CDH1, (gene da E-caderina) contribuindo

para alteragdes no fenotipo do cancer de mama triplo-negativo.

2.12 OXIDOCOMPOSTOS DE VANADIO E SEU POTENCIAL ANTICANCER

O vanadio é um metal de transicao traco que apesar de estar presente em
suplementos vitaminicos, ainda ndo tem suas fungdes bioldgicas e bioquimicas
completamente elucidadas e nem sua essencialidade comprovada.

O estudo da bioquimica do vanadio vem se intensificando nas ultimas
décadas e demonstrando que o elemento desempenha um papel regulador no
sistema bioldégico, atuando como inibidor da atividade de uma série de enzimas e
modulando as fungbes de varias proteinas (REHDER. D, et al. 2023). Essas
funcdes tém sido correlacionadas com atividades farmacoldégicas como a agéo
insulinomimética, anti-hiperlipidemia, anti-hipertenséo, antiobesidade,
aprimoramento da afinidade de oxigénio pela hemoglobina e mioglobina e agao
diurética, o que sugere um potencial terapéutico para os compostos desse
elemento (DEBBIE. C, et al. 2019).

Os oxidocompostos de vanadio possuem uma rica quimica estrutural sendo
formados por ions de vanadio, oxigénio, agua e ions que contrabalanceiam a carga
dos oxidoanions, como os cations sodio ou potassio, e geralmente sao sintetizados
por reagdes de condensagao em fase aquosa e com pH controlado (DEBBIE. C, et
al. 2019). Estes compostos podem ser modificados pela adicdo de ligantes
organicos ou pela combinagdo com um segundo metal de transigao.

Os oxidocompostos de vanadio em seus estados de oxidagao mais altos (+1V
ou +V) sédo conhecidos por induzir efeitos bioldgicos pois afetam processos como
estresse oxidativo, lipoperoxidacdo, parada do ciclo celular, interferéncia em
sistemas de transporte de ions, inibicdo de sinalizagéo celular, alteragao em vias
metabdlicas e inibicdo de proteinas sendo testados para terapia de algumas
doencas humanas.

Estudos descrevem seu potencial antitumoral, antibacteriano, antifungico,
antiparasitario, antiviral, antidiabético e anti-hipercolesterolémico, além de efeitos
cardioprotetores, neuroprotetores e antiobesidade (FRAQUEZA. G, et al. 2022). Até
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agora, o0 mecanismo antitumoral dos compostos contendo multiplos centros de
vanadio nao esta totalmente claro, porém, o ciclo celular é particularmente alterado,
evidenciando que estes compostos em sua maioria agem nas fases S e G2/M do
ciclo celular (LUISA. A, et al. 2023).

Diversos oxidocompostos de vanadio tem sido estudados no contexto do
cancer (Tabela 1). Entre eles, (bis-4,7-dimetil-1,10-fenantrolina sulfato-
oxidovanadio(lV), Metvan (Figura 7), tem sido considerado um dos quimioterapicos
inorganicos mais promissores nao baseado em platina. Segundo o estudo
realizado por D'Cruz et al. (2002), esse composto apresentou efeito citotdxico in
vitro em células de leucemia, glioblastoma, cancer de mama, proéstata e testiculo.

Estudos em camundongos mostraram que o Metvan possui a vantagem
terapéutica de ser ativo em linhagens celulares de cancer de testiculo resistentes a
cisplatina, apresentando auséncia de toxicidade (LEON. I, et al. 2017). O
mecanismo de morte celular observado foi o de apoptose, associada a perda do
potencial transmembrana mitocondrial e geragao de espécies reativas de oxigénio
com parada no ciclo celular na fase G2/M (D’CRUZ. O, et al. 2002).

FIGURA 7 - Estrutura do (bis-4,7-dimetil-1,10-fenantrolina sulfato-oxidovanadio(lV), Metvan. Fonte:
(LEON. I, et al. 2017).

Metvan

Por fim, dentre os oxidocompostos de vanadio(V) o mais comum em meio
bioldgico € o anion decavanadato, [V1002s]®", V1o (Figura 8), o qual se forma em
solugdes aquosas contendo o elemento e é estavel em uma faixa de pH que pode
variar de 3 a 6. O V1o interage com varias proteinas biologicamente importantes,
incluindo tirosina quinases, fosfatases, miosina, actina, albumina e transferrina
(FRAQUEZA. G, et al.2019; AURELIANO.M, et al. 2022).
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FIGURA 8 - Férmula estrutural do anion decavandato [V1002s]%-, denominado decavanadato ou Vio.

Formula em bola e bastdo. Verde =V e vermelho = O.

O estudo in vitro e in vivo (em tumor hepatico em camundongos) realizado por
Zhai, et al. (2009), utilizando compostos derivados do V1o, mostrou um efeito
citotdoxico associado, com destaque para a menor toxicidade do V1o em comparacao
com o quimioterapico fluorouracil. O mecanismo de morte descrito foi o de
apoptose. Além disso, também foi analisada a interagdo do composto com o DNA.

Em outro estudo, foi relatado recentemente que é possivel melhorar o efeito
do decavanadato pela combinagdo com o antidiabético metformin. O novo
composto hibrido-organico-inorganico teve efeito citotdxico em concentragdes 10
vezes menores do que o V1o (LUISA. A, et al. 2022).

Um dos mecanismos moleculares recentemente descobertos acerca dos
oxidocompostos de vanadio contendo multiplos centros metalicos como o V1o, € V18
por DIOGO. K, et al. (2021), é a propriedade de inibir uma das vias responsaveis
pela resisténcia a multiplas drogas. Esta via € constituida pelos transportadores de
drogas ABC (proteinas de efluxo transmembrana) sendo eles P-glicoproteina (P-
gp), ABCG2 e MRP1. Foi visto que todos os oxidocompostos do estudo inibiram
seletivamente a P-gp, sendo que o V1o e 0 [V180a42l]%-, V1s, foram os dois compostos
mais promissores.

Para avaliar o mecanismo molecular de inibigdo da P-gp, o efeito dos
compostos V1o e do V1s foi avaliado na ligagdo de um anticorpo conformacional
(17F9) que reconhece uma regiao extracelular da proteina, sugerindo que esses

compostos podem desencadear diferentes mudangas conformacionais na proteina,
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seja pela ligagdo em diferentes locais ou pela produgédo de outras espécies de
vanadio que, em principio, também poderiam ser ativas.

O Ki2[V18042(H20)]-6H20, V1s, foi citotéxico em células tumorais de mama
MCF7 (subtipo luminal) e MDA-MB 231 (subtipo TN). Esse composto induziu
parada das células MCF-7 na fase do ciclo celular G2/M e inducéo de apoptose e
necrose (Ql. W, et al. 2017).

TABELA 1 — Compostos de vanadio. Comparacao de diferentes ICso em diferentes tipos de cancer.

Compostos de - Linhagem 1C50{pM) P
Oxidovanadio S Celular 24h | 48h | 72h Flsiz it
MCF7 23 - -
Mama MDA-MB-361 1.9
MDA-MB-231 05
HL-60 0,98
Leucémicas NALM-6 0,19
MOLT-3 0,19 .
Metvan U-B7 72 D'CRUZ, O. J, 2002
Glioblastoma J-118 0.8
J-138 27
Prastata PC3 1.7
Testiculo 833K 0.85
6ACP 0,75
, BAPTISTELLA. B.G,
V2 Figado HepG2 15,7 et al 2021
y Melanoma UACC-62 - |32 LUISA, A. et al 2022
10
Mama MDS-MB-231 | 2,53 BRITO.B. 2024
, SK-OV-3 =0,24
CoVio Figado SMMC-T721 0.32 - - ZHAIL F. et al, 2009
MCF-7 46 12 12 5
Wiz Mama MDAMB231 | 5500 | 360 | 1357 Ql,W. etal 2017

2.13 COMPLEXO BINUCLEAR DE OXIDOVANADIO(IV)
OXALATO (V2)

COM LIGANTES

A estrutura quimica da subclasse de composto de vanadio a qual o V2
pertence possui dois grupos oxidovanadio(lV) conectados por um oxalato em ponte
{(O=V"V)- p-ox—(VV=0)1?*  ou simplesmente {(VO)2—p-ox}?*, onde ox>~ = C204%
ou oxalato, que caracteriza a sua porg¢ao fixa (Figura 9). Esta estrutura é bastante
versatil, pois permite a modulagao de propriedades quimicas e fisico-quimicas pela
variagdo dos ligantes auxiliares (L) que se encontram coordenados ao metal.
Exemplos de ligantes L ja descrito na literatura sdo L = H20, ox?, OH-, CI-, EtO-,
EtCH20-, NCS~ e piridina (ZHENG. L, et al. 1998; LITTLER. J, et al. 1960;
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KOUVATAS. C, etal. 2017; CHEN. C, et al. 2013). Ainda, o V2, que possui a formula
molecular (EtsNH)2[{VO(OH2)(ox)}2(u-ox)] (V2), onde e EtsNH* = cation trietilamonio
é obtido na forma de cristais azul-claro esverdeados, soluveis em agua e insoluveis
em solventes organicos (MARET. W, et al. 2014; BAPTISTELLA. B, et al. 2021). A
estrutura quimica do V2 possui a porgdo {(VO)2—u-ox}3*, onde os dois grupos
oxidovanadio(lV) sdo conectados por um oxalato em ponte, e os ligantes auxiliares

sdo um oxalato terminal e uma molécula de agua (Figura 9).

FIGURA 9 - Diagrama ORTEP de (EtsNH)2[{VO(OH2)(C204)}2(u-C204)], V2, evidenciando as
ligacdes de hidrogénio entre os cations e o anion (b) Esquema que ressalta a porgéo
{(O=VV)-ox—(VV=0)}3* em que L = ligante variavel e (c) formula em bola e bastdo do anion
[{VO(OH2)(C204)}2(u-C204)]".

O V2 pode ser sintetizado utilizando uma metodologia simples e de baixo custo
que emprega os reagentes comerciais pentdxido de vanadio (V20s) e acido oxalico
(H20x), e gera o produto com 90% de rendimento (Equagédo 1). O composto foi
preparado no laboratério de Quimica Inorganica Aplicada da Profa. Giovana Gioppo
Nunes, no Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parana
(BAPTISTELLA.B, et al. 2021).

V205 + 4 HoCo04 + 2 EtsN — (EtsNH)z[{VO(OHz)(CzO4)}z(}J-CzO4) ] + 2 CO2+ HO

[Eq.1]
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O V2 foi caracterizado em suas propriedades quimicas, espectroscopicas e
avaliado em sua acgao antidiabética in vitro e in vivo (BAPTISTELLA. B, et al. 2021;
LOPES. M, et al. 2024). O estudo revelou a ocorréncia de um aumento significativo
na captacdo de 2-NBDG (um analogo fluorescente da glicose) por células de
hepatocarcinoma humano (HepG2) submetidas a condigdes hiperglicémicas,
quando tratadas com solugdes aquosas de V2 (0,10 e 0,50 uM). Os resultados de
captagao de 2-NDBG de 91% foram similares ao da insulina, e 27% maior do que
a captagao das células submetidas a condi¢des hiperglicémicas sem a adi¢éo do
oxidocomposto de vanadio(lV) (BAPTISTELLA.B, et al. 2021).

Posteriormente no estudo in vivo, ficou evidenciado o controle glicEmico em
ratos com diabetes induzida por streptozotocina, sem alteragcbes em nivel renal,
hepatico, nutricional, perfil lipidico e 6sseo, sugerindo o seu potencial como
adjuvante em associagao com a insulina no tratamento de diabetes (LOPES. M, et
al. 2024). Sendo assim, neste trabalho, estamos buscando uma nova acgao

terapéutica para o complexo Ve.

3.JUSTIFICATIVA

Aureliano. M, et al. (2023) destaca o sucesso no uso de oxidocompostos de
vanadio(V) como por exemplo, V1o, V1s € CoV1o na agao antitumoral (ja citados
anteriormente), atuando em céncer de mama, adenocarcinoma endocervical e
cancer de ovario, etc (Tabela 1), destacando o mais conhecido decavanadato (V1o).
Além disso, apds comparar diversos polioxometalatos (POMs), observou-se que os
compostos com oxidovanadio em diferentes linhagens celulares, eram os que
apresentavam valores de ICso mais baixos.

Entre os diversos oxidocompostos de vanadio temos a disponibilidade de
estudar o V2, um oxidocomposto de vanadio(IV) com oxalato, que apresentou efeito
bioldgico in vitro e in vivo como um potencial adjuvante no tratamento com a
insulina, n&o so6 por sua agao antidiabética, mas também antioxidante, com niveis
de toxicidade muito baixo para os animais, nas condi¢dées empregadas no estudo.

Quando testado em linhagem tumoral de hepatocarcinoma (HepG2) foi
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determinada uma ICso de 15,6 uM (BAPTISTELLA. B, et al. 2021), abrindo uma
segunda frente de aplicacao de interesse medicinal.

Muita atencédo tem sido dada aos compostos de metais de transicdo que
contém oxalato devido as suas caracteristicas estruturais, e principalmente por sua
atividade nos campos de catalise e magnetismo (ZHU. S, et al. 2019). Para fins
biomédicos, o V2 é interessante porque em condic¢des fisiologicas o vanadio(lV)
possui uma alta afinidade por ligantes contendo o oxigénio como atomo doador,
como os bioligantes lactato (C3H403%), citrato (C¢Hs0,%") e oxalato (C204%"). Estes
bioligantes s&o capazes de minimizar a ocorréncia de reag¢des de hidrélise e a
formagao da espécie quimica VO(OH)z2, insoluvel em agua.

Segundo a classificagdo de Pearson, o oxigénio é classificado como ion duro
e isso faz com que o composto que se liga a ele possua uma maior estabilidade
(PERIC. M, et al. 2012; HIBA SEHIMI, et al. 2019; LEON. |, et al. 2013; MARET. W,
et al. 2014). Além disso, ainda segundo Pearson, em seus estados de oxidagao
mais altos, o vanadio é considerado um ion duro possuindo alta densidade de
carga, pequena polarizabilidade, e como ja mencionado, alta afinidade a ligantes
duros como como oxigénio e nitrogénio. Sendo assim o V2 possui a propriedade de
formar complexos estaveis com ligantes biolégicos, sendo util para sua
biodistribuicdo e modulagdo em sistemas bioldgicos (PERIC. M, et al. 2012). Além
disso, a acgéao terapéutica de compostos de vanadio contendo ligantes oxalato, e
que sejam soluveis em agua, como o V2, continua praticamente inexplorada.

Assim, o objetivo dessa proposta € o estudo do V2 e seu potencial efeito
citotoxico em diferentes linhagens de cancer de mama, e o provavel mecanismo de
morte celular, o potencial oxidativo e provavel efeito sinérgico em combinagéo com

quimioterapicos tradicionais.

4.0BJETIVOS

4.1.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial antitumoral de um complexo binuclear de vanadio (1V),
(EtsNH)2[{VO(OH2)(0ox)}2(u-0x)] (V2), onde ox>~ = C204?-, oxalato, V2, com o
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bioligante oxalato em diferentes linhagens de cancer de mama.

4.1.2 Objetivos especificos

Avaliar:

a) O efeito do V. na modulagdo do crescimento e geracdo de estresse oxidativo
em linhagens normal e de cancer de mama.

b) O efeito sobre expressdo de alguns genes a fim de investigar o possivel
mecanismo de morte celular.

c) A interferéncia do V2 sobre a migragdo da linhagem tumoral de mama MDA-
MB-231.

d) O possivel efeito sinérgico de V2 na associagao com quimioterapicos

5.MATERIAL E METODOS

Generalidades

Os ensaios de viabilidade celular foram realizados em camaras de fluxo
laminar Airstream ® ESCO Class 2 BSC. Todos os materiais, solugcdes e meios de
cultura foram esterilizados por filtragdo em sistema com membrana de 0,22 ym
(cultivo celular) ou em autoclave modelo AV-BIO, BIOEX. As células foram
incubadas em estufa de cultura ESCO CelCulture CO2 INCUBATOR, a 37 °C e
centrifugadas em centrifuga LUCADEMA LS-4.

5.1 CULTIVO CELULAR

Foram utilizadas neste estudo quatro linhagens (Tabela 2). Todas as
linhagens tem origem na ATCC (American Type Culture Collection) exceto a HB4a
que foi doada pelo Instituto Ludwig de Pesquisa-SP. Todas as células foram
cultivadas em meio DMEM (Gibco) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB) e anfotericina (250 ug/m) e ciprofloxacino (5 pug/ml). A linhagem HB4a foi

suplementada com insulina (5 pg/ml) e hidrocortisona (5 ug/ml) e a MCF7 foi
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suplementada com insulina (5 ug/ml). Todas as linhagens foram cultivadas em

incubadora umida com 5% de CO2 a 37°C.

TABELA 2 — Origem e caracteristicas das linhagens celulares de mama.

Linhagem Caracteristicas Referéncia

Humana

Linhagem celular luminal epitelial de mama normal | STAMPS. A, et

HB4a : ; i
imortalizada com virus SV-40. al. 1994

Linhagem celular luminal A de adenocarcinoma DAl X, et al.
MCF7 mamario. Possui expressdo de receptor de

. . 2017

estrogeno e progesterona e baixo nivel de HER2.

Linhagem celular triplo negativa de adenocarcinoma

mamario N&o i 30 d tores de | DAl X, etal.
MDA-MB-231 possui expressédo de receptores de

estrogeno e progesterona e ndo superexpressa 2017

HER2.

Murina

Linhagem celular triplo negativa murina (BALB/c) de
4T1 glandula mamaria. Modelo de cancer de mama LUCAS. J, et al.
humano estagio IV. Possui auséncia de receptores 2024

de estrdégeno, progesterona e HER2

5.2. ENSAIO DE VIABILIDADE PARA DETERMINAGAOQ DE ICso

O ensaio de citotoxicidade € usado para medir a atividade metabdlica celular
como um indicador de viabilidade, proliferagdo celular e citotoxicidade. E um ensaio
colorimétrico que consiste na redug¢ao de um sal amarelo, brometo de 3-[4,5-dimetil-
tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio (MTT), para cristais roxos (formazan) pelas
mitocondrias de células viaveis, que apresentam enzimas oxidorredutases
dependentes de NADPH que reduzem o MTT em formazan (VISTICA. D, et al.
1991). Os cristais de formazan formados sao dissolvidos usando DMSO e a solug&o
roxa resultante é quantificada por meio da medida de sua absorbancia em 540 nm
usando um espectrofotbmetro para placas. Para ensaio de citotoxicidade
aproximadamente 5 x 103 células/pogo de HB4a, (controle normal), MCF7, MDA-
MB-231 e 4T1 foram plaqueadas por cerca de 2 horas seguido da adigdo do V2. O
V2 foi dissolvido em agua, sendo testadas as concentragdes de 0, 1, 10, 100 e 300

MM para as linhagens HB4a e MDA-MB-231, para a linhagem MCF7 foram testadas
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as concentragdes de 50, 100, 150, 200 e 250 uM, ja para a linhagem 4T1 foram
testadas as concentracdes de 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 uM. Apds 24 h, foi retirado
todo o meio e foram adicionados 100 uL de MTT (5mg/mL) e incubado por 3 h.
Apos esse periodo, foi retirado o MTT e adicionados 100 uL de DMSO, sendo feita

a leitura em espectrofotometro de placas na absorbéancia de 540 nm.

5.3 CURVA DE TEMPO NA CONCENTRAGCAO DE ICso

A partir dos resultados de viabilidade celular, foi realizada uma curva de
tempo com a linhagem MDA-MB-231, sendo utilizado o valor de ICso de 48 uM de
V2 e os tempos de incubagao de 24, 48 e 72 horas, com o intuito de estudar o efeito

inibitorio de crescimento celular do Va.

5.4 ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR

A linhagem MDA-MB-231 foi cultivada 5x10%/pogo em placas de 24 pogos e
incubada até atingir de 90 a 100% de confluéncia. Para o ensaio, o soro fetal bovino
foi retirado do meio de cultivo por 4 h e uma abertura, em linha reta, através da
monocamada celular foi feita com uma ponteira de 200 uL. Foi adicionado V2 (48
MM), e a area da abertura foi fotografada nos tempos 0 e 24 h, e a area mensurada
pelo software Image J para analise da migracao celular.

5.5 PCR EM TEMPO REAL

Foram cultivadas 8x10° células MDA-MB-231 em 5 placas de cultivo P100
tratadas com 48 uM do complexo binuclear de oxidovanadio(lV) e oxalato (V2) por
24 h. Para extracdo do RNA da linhagem tratada e controle, foi utilizado o kit invitrap
spin cell RNA mini kit (1061100300) da Invitek conforme especificagbes do
fabricante. A sintese de cDNA foi realizada a partir de 2000 ng/pL de RNA e 2 mM
dNTP, 0,4 uM oligodT e randon primer e agua DEPC para completar 13,5 pL,
seguido de aquecimento a 65°C por 5 min. Imediatamente os tubos foram

colocados em gelo por 1 minuto e foram adicionados 4 yL tampéao 5X, 0,2 mM de
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ditiotreitol (DTT), 20 U de inibidor de ribonuclease, 100 U de Superscript IV
(Invitrogen). A reacao foi incubada em termociclador a 50°C por 10 min e 80°C por
10 min. O RT-gPCR foi conduzido utilizando-se 1 yL de cDNA na diluigao 1:5, 60
nM dos oligonucleotideos, e SYBR Green Power Master mix (Applied Biosystems)
conforme descricdo do fabricante, a reacao foi realizada no equipamento Step One
Plus e os valores de ciclo threshold (Ct) foram submetidos a analise de 2-24Ct (Livak
and Schmittgen 2001) utilizando o oligonucleotideos descritos na Tabela 3. O
calculo da expressao relativa utilizou um gene constitutivo normalizador, tanto para
o tratamento como para o controle. Esse método compara a expressao de um gene
de interesse entre uma amostra controle e uma tratada, normalizando os valores

pelo gene constitutivo.

TABELA 3 - Iniciadores utilizados na andlise de expressado génica em células MDA-MB-231.

Mecanismo | Gene |Iniciadores Universal e Reverso (5'- 3')
U: CCCGGGACAACGTTTATT
Metastase CDH1
R: GTCGTTACGAGTCACTTCAG
U: GACTCCCGGCTTAGAAGGACT
RIPK3
R: CTGCTCCTGAGCTGAGACAGG
U: GGCATTGAAGAAAAATTTAGGC
Necroptose | Ripk1
R: TCACAACTGCATTTTCGTTTG
U: AGAGCTCCAGTGGCCATAAA
MLKL
R: TACGCAGGATGTTGGGAGAT
U: GGATGCCTTGATGTTATTCC
CASPS8
R: AGTTCCCTTTCCATCTCCTC
U: TCCCCCCGAGAGGTCTTTT
Apoptose BAX
R: CGGCCCCAGTTGAAGTTG
U: AGCTACGGTTTCCGTCTGGG
TP53
R: CTTGTTGAGGGCAGGGGAGT
U: ACCCACTCCTCCACCTTTGA
Constitutivo | GAPDH
R: CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT
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5.6 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

Para avaliagao do estresse oxidativo foram adicionadas a placa de 96 pogos
aproximadamente 5x103 células/pogo de MDA-MB-231, MCF7 e 4T1, que foram
aderidas a placa por cerca de 2 h. Apos esse periodo, todos os pocgos foram lavados
2x com PBS 1x para retirada do meio com SFB e incubados por 30 minutos com
50 uM da sonda fluorescente DCFH (Dicloro-dihidro-fluoresceina) diluida em PBS,
que detecta inespecificamente ERO. A forma 2’-7’-diacetato-dicloro-dihidro-
fluoresceina é uma forma reduzida da fluoresceina. Essa forma inicial ndo é
fluorescente, no entanto, ao sofrer hidrélise dos grupos acetatos, representados na
figura 1.7, por esterases ou por oxidagdao origina um composto altamente
fluorescente, a 2’ 7’- diclorofluoresceina (DCF). Apds, os pocos foram lavados
novamente 2x com PBS e foram adicionados nos respectivos pocos 400 uM de
peréxido de hidrogénio (H202) também diluido com PBS e a ICs0 do V2. Nos pogos
controle foi adicionado somente PBS 1x. Imediatamente a adicao dos compostos,
foi realizada leitura da fluorescéncia no leitor de fluorescéncia TECAN nos
seguintes parametros: Aex= 485nm, Aem = 530nm, nos tempos 0, 10min, 20min,

40min e 60 min.

5.7 ENSAIO COM GLUTATIONA (GSH)

Para o ensaio com GSH (Sigma), aproximadamente 5x10° células/pogo de
MDA-MB-231 foram aderidas a placa de 96 pogos por cerca de 2 h. Apds esse
periodo, foram adicionados 100 mM de GSH seguido de incubagao por 24 h a 37°C
em estufa de CO2. Na sequéncia, os pocgos foram lavados 2x com PBS 1x e foi
adicionado 50 pM da sonda fluorescente DCFH (Dicloro-dihidro-fluoresceina)
diluida em PBS, sendo incubados por 30 minutos. Apds, os pogos foram lavados
2x com PBS e foi adicionado 400 yM de Hz202 e 48 uM de V2. Imediatamente a
adicdo dos compostos, foi realizada leitura da fluorescéncia no leitor de
fluorescéncia TECAN nos seguintes parametros: Aex= 485nm, Aem = 530nm, nos

tempos 0, 10min, 20min, 40min e 60 min.
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5.8 ENSAIO DE SINERGISMO COM OS QUIMIOTERAPICOS DOXORRUBICINA
E PACLITAXEL

Para o ensaio de sinergismo do V2 com os quimioterapicos doxorrubicina e
paclitaxel, aproximadamente 5x103 células/poco de MDA-MB-231 foram aderidas a
placa de 96 pocos por cerca de 2 h. Apés, foram adicionados 48 uM de Vze a placa
foi cultivada por 6 h. Apds, o V2 foi retirado e foram adicionados 0,01, 0,1, 1 e 10
MM de paclitaxel e 0,5, 1, 2 e 5 yM de doxorrubicina e a placa incubada para
determinacao da ICso, para posteriormente ser realizado ensaio de MTT como ja

descrito acima.

5.9 PREPARACAO DO OXIDOCOMPLEXO DE VANADIO(IV)

O composto (EtsNH)2[{VO(OH2)(C204)}2(u-C204)], V2, foi preparado no
laboratério da Dra Giovana G. Nunes seguindo o protocolo previamente descrito
(BAPTISTELLA.B, et al. 2021). O V2 é um cristal azul esverdeado soluvel em agua.
O V2 foi sintetizado a partir de uma suspensdo amarela escura de pentoxido de
vanadio (V205) (0,400 g ou 2,20 mmol) em 7,0 mL de agua e recebeu a adicéo de
0,830 g de H2C204.2H20 (6,60 mmol). A mistura de reagao foi agitada a 60 °C por
2 h, produzindo uma solugao azul escura a qual foram adicionados 200 uL em 260
ML de alcool etilico (2,21 mmol) e 610 pL (4,39 mmol) de EtsN. Apds mais duas
horas, a solugao verde escura resultante foi filtrada e despejada em uma placa de
Petri. Cristais azuis esverdeados claros foram formados apdés 24 h e o
sobrenadante foi removido; os cristais foram lavados com 3x 5,0 mL de alcool etilico
e finalmente secos ao ar para produzir 0,833 g de V2. A pureza do composto foi
confirmada por analise elementar, espectroscopia na regido do infravermelho e
difracdo por raios X em monocristal. Analise elementar calculada (%) para
C18H3s016N2V2 (MM 638,37 g mol): C, 33,86; H, 5,68; N, 4,38; encontrado: C,
33,97;H, 5,76; N, 4,32%. IV (KBr, cm™! , f = forte, m = médio, fr = fraca, a = alargada):
3415(a) [v(O-H), v(N-H)], 1691(m) and 1637(m) [v(C-0O)], 1400(f) [v(CO)], 1263(f)
[v(CO2)], 1161(fr) [v (C-H)], 989(f) [v(V=0)], 811(f) [v(V-O)], 549(m) and 489(m)
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[6(V-0O)]. A estrutura de (EtsNH)2[{VO(OH2)(C204)}2(u-C204)] foi confirmada via
analise de difracdo de raios X de monocristal. Monoclinico, grupo espacial P21/n
(no. 14), a=7,7183(14) A, b=18,529(3) A, ¢=9,6202(16) A, B=97,047(6),
V=1365,4(4) A3. Z=2, Dc=1,553 mg m~3, F(000)=664.

510 PREPARO DA SOLUCAO ESTOQUE DO OXIDOCOMPLEXO DE
VANADIO(IV)

Foi dissolvido 1 mmol (0,0013g) de V2 em 2,0 mL de agua deionizada,
obtendo-se uma solucdo limpida de coloragao azul clara. A concentracdo da
solugdo obtida foi de 1 mmol L' foi calculada com base na formulagdo
C18H36016N2V2 (638.37 g mol'). Embora tenha reportado que o V2 é estavel em
solugdo aquosa por pelo menos 48 h, todos os ensaios descritos a seguir foram
realizados empregando solugdes recém preparadas que foram diluidas para a

concentracao desejada.

5.11 ANALISE ESTATISTICA

Para citotoxicidade e determinacdo de ICso e estabelecimento da curva de
crescimento celular foi utilizado o Software GraphPad Prism 8.4.2. para Windows.
GraphPad Software, San Diego, California, USA, www.graphpad.com. Os valores
foram expressos como médias aritméticas, com desvio padrao calculado para trés
experimentos independentes. As diferencas entre os multiplos grupos e os
controles, foram detectadas por one-way ANOVA seguido pelo teste de
comparagdes multiplas de Tukey usando o GraphPad Prism. Ja para o ensaio de
migragcédo celular a area da abertura foi fotografada e mensurada utilizando o
software ImageJ®. E para o ensaio de expressao génica foi utilizado o software
Step One Plus.

Todos os dados foram obtidos a partir da triplicata de 3 experimentos
independentes (para os experimentos de proliferagéo) e, portanto, os dados foram
plotados como média + desvio padréo.
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6. RESULTADOS

6.1 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR E CURVA DE TEMPO

Os resultados de viabilidade celular para determinar o valor de ICso do
complexo binuclear de oxidovanadio(lV) e oxalato nas linhagens Hb4a, MDA-MB-
231, MCF7 e 4T1 sao apresentados na Figura 10.

Os dados foram plotados de acordo com o valor da viabilidade em relagao
ao tempo. Em seguida os dados foram submetidos ao tratamento matematico

utilizando o software Prisma para ser obtido o valor exato de I1Csp.
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FIGURA 10 - Efeito citotéxico e curva de IC5, do V2 sobre a linhagem controle HB4a e sobre
as linhagens de cancer de mama MCF7, 4T1 e MDA-MB-231. HB4a (a-b) MDA-MB-231(c-d),
MCF7(e-f) e 4T1(g-h), sendo *p=0,0356; p~“=0,0012, p"“<0,0001.

Celulas vivas /%

Concentragdo (pM)

(a) (b)
120 150+ R=0,97
(o5 . Gontrole -4 24h ICgp = 27,4 pM R=0,
= H 24h z 4+ 48h IC5, = 1,880 uM R=0,97
g 807 M a8h 3
>
S 60 i £
8 LS
3 40+ 8
bl El
20 ]
o 6
O L. (]
O&é 5 ' NS i Log [concentragio]
Concentragao (uM)
(c) (d)
120 3 o 24h ICgp =483 uM R=093
M controle 150 i 2
.o 100 W 24h = 48h 1Cg= 4.7 M R=095
g Liy W 48n @ 100
i T 2
g " i >
S i
3 3 50 %
| FE
- ’
66& e e L—10 L1 0 T T T T 1
W o & 1 2 3 4 5 6
(.-CP " ~ "5? Log [concentragao]
Concentragao (uM)
(e) (f)
120 150+ -+ 24h ICgy=1595 M R =095
100 . M controle 4 48h 105 =860 uM R=094
s M 24n =
g 87 Ce e B g0
= 60— - =
[ [1:]
© o
S 40 = 504
2 S
- O >
20 o BT :
0 T 1
\© * Log [concﬁentraq&o] :
PO R S
%)
Concentragdo (uM)
(9 (h)
120+ Controle
= 150 - 24h |C5G= 14,44 |.I.M R=U.9?
100 24h - ABh ICsp= 6,04 uM R=0,99
- e W oash .
» 1004
60 = & 2
i =
R L
40+ ) I
s FrT— 3 50 4
20 - O
0 T r T T ,
| ] L | 1 1 L 11l ]
& o A 3 1 2 3 4 5 6
& hfgﬁ’ R @ N Log [concentragdo]
Q
&



57

Em todas as linhagens observou-se efeito citotdxico dependente da
concentracdo e do tempo de tratamento. Obteve-se um valor de ICs0 no qual
MCF7>MDA-MB-231>HB4a>4T1 (Tabela 4).

TABELA 4 - Comparacgao dos valores de ICso nas linhagens de mama

IC50(pMm)
Linhagem celular
24h 48h
4T1 14,4 6,0
HB4a 27,4 1,9
MDA-MB-231 48,3 4,7
MCF7 159,5 86

Foi observado que a linhagem controle HB4a se mostrou mais sensivel que
a linhagem luminal e TN humana, porém mais resistente que a linhagem TN murina.
Ja dentre as linhagens tumorais, a linhagem luminal mostra-se mais resistente do
que as triplo negativas.

A partir desses dados acreditamos que o estudo seria mais promissor
avaliando a linhagem MDA-MB-231 na avaliagdo do efeito citotoxico ao longo do
tempo, ja que seu valor de ICs0 ndo foi tdo alto em comparagdo com o subtipo
luminal. Assim com base no valor da ICso foi realizado ensaio do MTT ao longo de
24,48 e 72 h (Figura 11).
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FIGURA 11- Efeito da IC5, do complexo V, na proliferagao da linhagem MDA-MB-231 ao
longo do tempo. Em preto é representado o controle (n&o tratado) e em azul a linhagem tratada
com V2 por24 h,48he 72 h.
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Os resultados confirmaram o efeito citotoxico do V2 na linhagem MDA-MB-231,

triplo negativo em humanos.

6.2 PCR EM TEMPO REAL

O ensaio de gPCR foi realizado a fim de se investigar o mecanismo de morte
predominante associado ao tratamento. Para isso foram avaliados genes
relacionados a necroptose (RIPK1, RIPK3, MLKL) e apoptose (CASP 8, BAX,
TP53) e mecanismo metastatico (CDH1) associado ao V2 na linhagem MDA-MB-
231 (Figura 12).
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FIGURA 12 - Expresséo relativa dos genes de necroptose (RIPK1, MLKL e RIPK3), apoptose
(CASP8, BAX e TP53) e metastase (CDH1) na linhagem MDA-MB-231. Tratamento por 24 h com
V2, em que o controle representa todos os genes na linhagem nao tratada. Sendo*p=0,0356;
p™"=0,0015, p™"=0,0001
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O grafico de expressao génica relativa da linhagem MDA-MB-231 mostra o
controle, que seria obtido pela condicdo ndo tratada. Também, mostra que nao
houve aumento de expressdo do gene CDH171 e do gene TP53. Porém, houve
aumento da expressao relativa de genes envolvidos no tipo de morte celular
apoptose representados pelos genes CASP8 e BAX, cujo aumento foi de
aproximadamente 2,5 e 3,4 vezes, respectivamente. Os genes da necroptose
também aumentaram sua expressao, sendo eles: RIPK1, MLKL e RIPK3, cujo
aumento foi de aproximadamente 7, 13 e 73 vezes, em comparagao com o controle

(ndo tratado).

6.3 ENSAIO DE MIGRAGCAO CELULAR

Para avaliar um possivel efeito do V2 sobre o processo de migracao celular,
foi utilizada a ICs0 (48uM) de V2. A Figura 13(a) apresenta o padréo de migragao da
linhagem celular MDA-MB-231 sem e com tratamento nos tempos de 0 e 24 h. Os
cultivos ndo tratados preencheram a fenda completamente no periodo de 24 h. No

tratamento com o V2 houve inibicado da migragao.
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A Figura 13(b) representa a média da porcentagem das areas de 3 das
fendas no tempo 0 e 24h. Para o controle, foi determinada uma diminuigdo da area
da fenda de 100% no tempo inicial para 0% ap6s 24 h, com fechamento total. A
adicao de V2levou a uma redugdo da area da fenda de 100% para 77%, apos as
24h.

FIGURA 13 - Inibicdo da migragao da linhagem MDA-MB-231 tratada com V.. (a) Imagens da
area do risco nos tempos 0 e 24h. (b). Medigéo da area do risco em todos os tempos avaliados
sendo V2 em vermelho e grupo controle vermelho texturizado. Os dados s&o plotados como média
1+ DP e as analises estatisticas sao indexadas como **p=0,0011; p****< 0,0001.

b)
E Controle

B Tratamento com V,

**
PPT [R— |

120 - I_ |—|**
100+

B0 -

Area /%

60—
40—
20—

0=

Oh  24h  Oh  24h
L I 1 ]

Nao tratado  Tratado

Tempo(h)

6.4 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

Os resultados para determinacdo do estresse oxidativo por meio do
percentual de fluorescéncia nas linhagens sao demonstrados na Figura 14. O
percentual de fluorescéncia é diretamente proporcional ao estresse oxidativo e
producdo de ERO. O nivel de fluorescéncia € mensurado pela sonda DCFH-DA
(diacetato de diclorofluoresceina), sendo amplamente utilizada para detectar ERO
em células, porém mostra-se inespecifica. Apds sua internalizagao e hidrolise pela
célula, a molécula resultante, DCFH é oxidada e forma uma molécula fluorescente
chamada de DCF (KIM. H, et al. 2020).
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FIGURA 14 - Produgéao de espécies reativas de oxigénio (ERO) induzida pelo complexo V, em
diferentes linhagens celulares ao longo do tempo. A curva representa a produgdo de ERO
detectada pela sonda DCFH-DA. As células foram tratadas com o complexo V, na ICs, de cada
linhagem. O H,0, foi utilizado como controle positivo (azul), enquanto o meio sem tratamento foi o
controle negativo (preto). As linhagens testadas foram 4T1 (marrom), MDA-MB-231 (vermelho) e
MCF7 (verde). Os valores representam a média + desvio padrao de 3 experimentos independentes.
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Foi observado que a intensidade de fluorescéncia, que mensura os niveis de

ERO como peroxido de hidrogénio (H,O,), anion superdxido (O,”) e radicais
hidroxila (-OH) variou entre as diferentes linhagens celulares. A maior producao de
ERO foi detectada na linhagem 4T1, seguida pela linhagem MDA-MB-231 e, por
fim, pela linhagem MCF7, corroborando os resultados do ensaio de citotoxicidade.
A seguir, a fim de verificar se a utilizagcdo de um antioxidante como o GSH
poderia reverter o estresse oxidativo na linhagem TN humana, obtivemos o

resultado da Figura 15.
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FIGURA 15 - Inibigao do estresse oxidativo pela Glutationa (GSH) na linhagem MDA-MB 231
induzida pelo complexo V2 e H20,. A intensidade de fluorescéncia (nm) representa a produgéo de
espécies reativas de oxigénio (ERO) em células tratadas com peroxido de hidrogénio (H,O;) ou o
complexo V., com ou sem a presenca do antioxidante glutationa (GSH). O grupo controle (ND)
representado em azul, ndo apresentou alteragdes significativas na produgédo de ERO. O tratamento
com H,0, (laranja) e V, (vermelho) induziu estresse oxidativo, sendo reduzido significativamente
pela presenca de GSH, com maior eficacia para o grupo tratado com V,. Os dados sao expressos
como média + desvio padrao, sendo ns = nao significativo, ***p < 0,001 e **p < 0,0001.
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Observamos que, no grupo controle, a linhagem celular sem tratamento com
V2 ou peroxido de hidrogénio ndo apresentou alteragdes significativas na produgéo
de ERO, com ou sem GSH. No grupo tratado com perdxido de hidrogénio, altos
niveis de estresse oxidativo foram observados, mas reduziram significativamente
com o tratamento prévio por um periodo de 24 h com GSH, similar ao grupo tratado
com V2. No entanto, o GSH mostrou maior eficacia em reduzir o estresse oxidativo
induzido por V2 do que pelo perdxido de hidrogénio, podendo estar relacionado aos
tipos e quantidade de ERO gerados pelo V2.

6.5 ENSAIO DE SINERGISMO COM OS QUIMIOTERAPICOS DOXORRUBICINA
E PACLITAXEL

Os resultados da curva de concentragao dos quimioterapicos é demonstrado
na Figura 16 (a-b), ja o ensaio de sinergismo com os quimioterapicos doxorrubicina
e paclitaxel na linhagem celular MDA-MB-231 sdo demonstrados na Figura 17 (a-

b), respectivamente. Foi escolhida a ICso dos quimioterapicos doxorrubicina (2uM)
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e do paclitaxel (0,1uM) e para que entédo fosse avaliado seu efeito sinérgico com
Vo.

FIGURA 16 — Curva de concentragcao dos quimioterapicos doxorrubicina e paclitaxel para
determinacao da ICso. A linhagem celular MDA-MB-231 foi tratada por 48 h com os quimioterapicos,
sendo o controle (linhagem nao tratada) representado em azul escuro, em laranja o quimioterapico
doxorrubicina e em roxo o paclitaxel, sendo p**=0,0038, p***=0,0027 e p****<0,0001.
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FIGURA 17 - Agao sinérgica do V2 na linhagem celular MDA-MB-231 com doxorrubicina (DX)-
(a) e com paclitaxel (PCT)-(b). A linhagem MDA-MB-231 foi tratada por 6 h com V2 e por 24 h com
0s quimioterapicos a) doxorubicina (2 uM) e b) paclitaxel (1 uM), sendo p*=0,0313, p***=0,0002 e
p****<0,0001.
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No experimento, as células MDA-MB-231 tratadas com a ICso de V2 (48 uM)
por 6 horas apresentaram uma reducao de 15% na viabilidade celular. Em paralelo,
o tratamento com doxorrubicina (DX) a 2 pM por 48 horas, concentragdo
determinada por curva de dose, resultou em uma reducédo de 25%. Quando as
células previamente tratadas com V2 foram expostas ao DX, a viabilidade celular
diminuiu em 60%, indicando sinergismo entre os tratamentos. No caso do paclitaxel

(PCT), o tratamento com 0,1 yM por 48 horas (dado obtido por experimento
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realizado em trabalho de colaboragao no estudo de Leal et al, submetido), reduziu
a viabilidade celular em 26%. Ja a combinacdo de V2 e PCT resultou em uma
reducao de 52%, novamente evidenciando sinergismo. Em resumo, os tratamentos
isolados reduziram a viabilidade celular em 15% (V2), 25% (DX), e 26% (PCT),
enquanto as combinagbes V2+DX e V2+PCT reduziram 60% e 52%,

respectivamente.

7. DISCUSSAO

ApOs 24 horas de incubagdo com V2, todas as linhagens testadas
apresentaram efeito citotoxico, com efeito mais acentuado apdés 48 horas. Em
comparagao com a linhagem controle, as tumorais exibiram comportamentos
distintos. A triplo-negativa murina foi a mais sensivel ao tratamento, enquanto a
triplo-negativa humana apresentou sensibilidade intermediaria, sendo mais
sensivel que a luminal. Por outro lado, a linhagem luminal foi a mais resistente entre
as testadas.

A maior sensibilidade ao composto de vanadio observado na célula TN em
comparagao com a luminal, também foi observado na literatura, no caso do Metvan
(ver Tabela 1). Ainda, em estudo realizado por GHOSH. N, et al. (2024) no qual um
composto de vanadio denominado de complexo de oxidovanadio IV a base de
metilimidazol, foi testado em células TN murinas 4T1 e TN humana MDA-MB-231,
porém a ICso encontrada foi similar entre as linhagens.

A partir da obtencdo dos dados do ensaio de citotoxicidade escolhemos a
ICs0 da linhagem MDA-MB-231 para avaliar o perfil de migragdo dessa linhagem.
Observamos uma possivel diminuigao do fenétipo migratério pois ocorreu mais do
que 70% de inibicao da migracdo em comparagao ao controle nao tratado. Porém,
pelo fato do gene da E-caderina ndo ter sua expressao génica aumentada, néo se
pode afirmar que o V2foi o responsavel pela inibicdo da migracdo ou pelo efeito
citotoxico nas células, acarretando em um efeito citoestatico e citotéxico, levando a
uma falsa impressao de diminuigado da migragcédo. Para que possamos ter certeza
do possivel efeito antimigratério e antimetastico outros ensaios devem ser
realizados, como por exemplo ensaio de invasdao em camara de Boyden e ensaio

de zimografia.
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Com base nesses dados, a linhagem celular MDA-MB-231 foi escolhida para
investigar, por expressao génica, o mecanismo de morte celular devido a sua maior
sensibilidade ao V2 em relagdo a MCF7. Sabe-se que compostos de vanadio,
especialmente com centros IV e V, podem induzir apoptose (KOWALSKI. S, et al.
2020). Com base nisso, nossos dados mostraram que na linhagem TN houve morte
celular pela via extrinseca devido a expressao de CASP8 a qual pode ter conduzido
a abertura de poros na membrana das mitocéndrias mediada pelo aumento da
expressao de BAX. Porém na auséncia de aumento de expressao de TP53 pode-
se inferir que o V2 nao causou danos no DNA. Além disso observou-se também a
presenca de morte celular por necroptose, pois observamos aumento da expressao
relativa dos genes RIPK1, RIPK3 e MLKL. Esses genes estdo envolvidos na
formagdo do necrossoma, que juntamente com outros fatores, migra para a
membrana celular causando sua ruptura e vazamento, levando a morte celular (LIU,
et al. 2016). Sendo assim, esses resultados sugerem que a apoptose e a
necroptose estao relacionadas com o efeito citotoxico do Va.

Com base nos resultados do ensaio de expressao génica na linhagem MDA-
MB-231 e na citotoxicidade observada com o V2, decidimos investigar a presenca
de radicais livres para justificar os resultados de morte celular. Nossos dados na
Figura 14 indicam a produg¢ao de moléculas associadas ao estresse oxidativo, como
peroxido de hidrogénio (H,0O,), &nion superodxido (O,~) e radicais hidroxila (-OH). A
intensidade da fluorescéncia da sonda DCFH, que nao distingue espécies reativas
especificas, foi proporcional a producao dessas moléculas. Diversos estudos na
literatura demonstram que o mecanismo de escolha do tipo de morte celular foi
predominante para necroptose. Em seu estudo ZHANG. D, et al. (2009), demonstra
que a producao de ERO induz a necroptose. Neste estudo, foram utilizadas duas
linhagens celulares, uma delas uma linhagem normal de fibroblasto murino,
denominada de NIH 3T3 que geralmente sofre apoptose quando estimulada pelo
fator de necrose tumoral-a (TNFa) e outra também NIH 3T3 que possui morte
celular independente de caspases, denominada de célula N. As células N tratadas
com  benziloxicarbonil-Val-Ala-Aspfluorometilcetona  (zVAD)  apresentaram
aumento celular induzido por TNFa, ao contrario da outra linhagem celular. As

células N apresentaram morfologia necrética e como as duas linhagens foram
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derivadas da mesma populagao de células, a alteragdo na expressao génica celular
pode explicar a mudanca de apoptose para a necroptose nas células NIH 3T3.
Analises revelaram que alguns genes que tém o potencial de regular a morte celular
ou a sinalizacdo de TNFa foram expressos de forma diferente nas linhagens
celulares do estudo.

Em outro estudo, SCHENK. B, et al. (2015) demonstraram que as ERO
podem atuar em um ciclo de feedback positivo para aumentar a produgao de
necrossomos. Neste estudo foi identificado que ERO podem ser reguladores
criticos da sinalizagao necroptdtica induzida pelo TNFa. Foi demonstrado que a
morte celular induzida por TNFa depende da producdo de ERO, pois varios
eliminadores de ERO, como hidroxianisol butilado, N -acetilcisteina, a-tocoferol e
etil piruvato, resgataram significativamente a morte celular. Antes da morte celular,
a geragao de ERO estimulada por TNFa promove a estabilizagdo do complexo de
necrossomo das proteinas RIPK1 e RIPK3 que interage com o receptor por meio
de feedback positivo, pois, por um lado, os sequestradores de radicais atenuam a
montagem do necrossomo € a fosforilacdo do dominio de quinase de linhagem
mista (MLKL), mas, por outro lado, o silenciamento de RIPK1 ou RIPK3 reduz a
producao de ERO.

Além do importante papel que RIPK3 desempenha no aumento da produgao
de ERO como demonstrado por ZHANG. D, et al. (2009), a proteina RIPK1 também
tem esse papel evidenciado pelo estudo de ZHANG. Y, et al. (2017). Esse estudo
demonstrou que RIPK1 também pode aumentar a producao de ERO. De fato, apds
o tratamento de células L929 com TNFa, ERO mitocondriais causaram modificacéo
estrutural de RIPK1, favorecendo a formagao do necrossomo.

Ainda, em estudo de CHO. Y, et al. (2009), foi demonstrado que a geragao
de ERO foi suprimida em varias linhagens celulares deficientes em RIPK3 ou MLKL,
fornecendo assim evidéncias robustas para o envolvimento do estresse oxidativo
na sinalizagao para necroptose.

Com base nessas descobertas, é provavel que as ERO sejam um importante
modulador de RIPK1, RIPK3 e MLKL, sendo que essa visdo € apoiada pelas
observacgdes de que o silenciamento genético da NADPH oxidase 2 (NOX2), que é

considerada um dos suprimentos mais importantes de ERO em condi¢des
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patologicas, foi protetor contra a necroptose de cardiomiécitos mediada pela
superexpressao do RIPK3, pois melhorou a viabilidade celular, como ¢é
demonstrado nos estudos de RIVERA. J, et al. (2010) e por ZHANG. T, et al. (2016).

Em busca de uma teoria que possa interligar a producdo de ERO e a
necroptose, podemos citar os estudos sobre diabetes mellitus, conhecida por estar
associada com um desequilibrio redox, levando ao aumento da producéo de ERO,
uma vez que nessa doenga ocorre peroxidagao lipidica, alteracdo em sistemas
enzimaticos como o da glutationa e diminuicdo de vitamina C (ASMAT. U, et al.
2016; OLUWAFEMI.O, et al. 2019).

Em estudo proposto por BRUNI. A, et al. (2018) e por ROJAS. J, et al. (2018)
foi proposto que a necroptose ocorre como um mecanismo primario de células das
ilhotas no desenvolvimento da diabetes mellitus e durante o transplante de ilhotas.
Os autores descrevem que a exposicao crénica das células beta pancreaticas
(CBP) ao aumento da glicose resulta em estresse oxidativo ou indugao de estresse
oxidativo no reticulo endoplasmatico das CBP, levando a ativacao de vias de
sinalizagdo de morte celular como por exemplo a necroptose. Ainda, em estudo
desenvolvido por SUN. W, et al. (2017), um complexo RIPK1/RIPK3 foi formado em
células de cancer de célon HCT116 e HT29 tratadas com 2-metoxi-6-acetil-7-
metiljuglona (MAM), em decorréncia do aumento de ERO, pela despolarizagcédo
mitocondrial e diminuicdo de ATP. Esta descoberta foi confirmada por experimentos
que mostraram que a morte celular induzida por MAM foi atenuada pelo bloqueio
farmacolégico ou genético da sinalizagdo de necroptose, incluindo o inibidor de
RIPK1 necrostatina-1s (Nec-1s) e silenciamento génico mediado por siRNA de
RIPK1 e RIPK3.

Essa relagcdo entre aumento da producdo de ERO e morte necroptoética
também foi evidenciado em células MDA-MB-231 em estudo de PATOMPONG. K,
et al. (2019). Este estudo avaliou a atividade anticancer do composto goniotalamina
(GNT) em vias de sinalizagdo celular de morte ndo apoptotica. A apoptose foi
suprimida utilizando um inibidor de pan-caspase como controle para estudar se
GNT induziu morte celular independente de caspase. Foi evidenciado que ocorreu
o0 aumento da expressao dos genes RIPK1, RIPK3 e MLKL e que os niveis de ERO

intracelular e ions de calcio citosdlico estavam envolvidos na necroptose. Estudos
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anteriores relataram que apenas peroxido de hidrogénio foi produzido em células
cancerigenas tratadas com GTN. Porém, este estudo demonstra que o nivel de
radical anion superoxido também aumentou, o que entao gerou radicais de perdxido
de hidrogénio. A partir deste estudo, a elevagao de ERO foi aumentada em algumas
horas e declinou para a linha de base apos 12 horas de tratamento e que ERO
foram subsequentemente conjugadas com GSH, fazendo com que seus niveis
diminuissem.

Ainda, em estudo de RAJAPAKSHA. G, et al. (2019), foi avaliada a atividade
anticancer por meio da necroptose utilizando uma naftoquinona isolada de plantas,
sobutyrylshikonin (IBS), em linhagens celulares MCF-7 e MDA-MB-231. As células
ao serem testadas com inibidores de caspase, ndo tiveram reducdo da morte,
indicando que a morte celular ndo foi causada por apoptose. O tratamento com
necrostatina-1 (NS-1), um inibidor potente e seletivo da necroptose, inibiu a morte
celular mediada pelo composto e, além disso, atenuou a porcentagem de células
na fase sub-G1 ap6s o tratamento. A analise de fluorescéncia usando diacetato de
2'7'-diclorofluorescina (DCFDA) mostrou aumento de ERO e demonstrou que seus
inibidores como a N-acetilcisteina (NAC) e GSH reverteram completamente a morte
celular induzida pelo composto. Além disso, o estudo de DAMU. SUNILKUMAR, et
al. (2019), também demonstrou que o oxyresveratrol aumenta a produgao de ERO
na linhagem de células de cancer de mama humano triplo-negativo MDA-MB-231,
levando a morte celular semelhante a apoptose, mas independente de caspases,
sugerindo a possivel ativacdo de vias alternativas de morte celular, como a
necroptose.

A partir desses estudos, decidimos investigar e comparar o estresse
oxidativo em cada linhagem celular e foi observado que a linhagem celular que
apresentava maior ICso0, ou seja, que foi mais resistente ao V2, como foi o caso da
MCF7, apresentou menor intensidade de fluorescéncia, ou seja, houve menor
estresse oxidativo com menor produgao de ERO. Ja a linhagem celular TN murina
4T1, apresentou o menor valor de ICso, ou seja, foi mais sensivel ao V2 e apresentou
o maior valor de intensidade de fluorescéncia, com maior estresse oxidativo e maior
producao de ERO. A linhagem que apresentou um valor intermediario de ICso, no

caso da MDA-MB-231, apresentou uma intensidade intermediaria de intensidade
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de fluorescéncia, com um estresse oxidativo e producédo de espécies reativas de
oxigénio também intermediaria. Assim como na literatura, € visto que um maior
estresse oxidativo, com maior producdo de espécies reativas de oxigénio, pode
estar relacionado a uma maior taxa de morte celular, o que poderia explicar os
valores de ICso obtidos. Esse fator pode explicar o porqué da linhagem MCF7
apresentar o maior valor de ICso dentre os obtidos, pois infere-se que ela é mais
resistente ao estresse oxidativo por produzir menos ERO. Além disso, existem
outras hipoteses que além da menor produgcao de ERO podem ser responsaveis
por sua maior resisténcia.

Segundo o autor Liu. Y, et al. (2005), essa linhagem é conhecida por
expressar niveis elevados de transportadores da familia ABC (ATP-binding
cassette), como o ABCG2 (também conhecido como BCRP - Breast Cancer
Resistance Protein). Esses transportadores atuam como bombas de efluxo,
expulsando compostos citotoxicos do interior celular e contribuindo para a
resisténcia a multiplas drogas. A superexpressao de ABCG2 em células MCF7 tem
sido associada a reducéo da eficacia de diversos agentes quimioterapicos. Além
disso, segundo o estudo de MARTIN, M. B. et al. (2003), as células MCF7 séao
receptoras de estrogénio positivas (RE+), o que significa que possuem receptores
de estrégeno funcionalmente ativos.

Estudos demonstraram que certos metais podem ativar o receptor de
estrégeno, promovendo a proliferacdo celular. Por exemplo, metais como o
vanadato tém a capacidade de estimular a atividade do ERa em células MCF7,
resultando em aumento da proliferacdo celular. Essa resisténcia também pode
estar associada aos mecanismos mais eficientes de reparo de DNA que essa
linhagem possui. Essa capacidade de reparar danos no DNA pode contribuir para
a resisténcia observada ao composto V2. Por fim, segundo o autor KOPPARAPU.
P, et al. (2024) e BRINKMANN. U, et al. (1997), a expressao de proteinas
antiapoptoticas, como Bcl-2, pode ser mais pronunciada em células MCF7,
conferindo-lhes uma maior resisténcia a indugdo de apoptose por agentes
terapéuticos.

Foi realizado um ensaio com o antioxidante GSH para verificar se esse

poderia reverter o estresse oxidativo. Foi observado que houve diminuicdo da
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intensidade de fluorescéncia observada no ensaio com a sonda DCFH apds o pré-
tratamento com GSH, sugerindo que o estresse oxidativo induzido pelo composto
esta relacionado a geragdo de ERO. Segundo o autor AVERILL-BATES. D, et
al. (2023), a GSH é um antioxidante intracelular crucial que atua diretamente na
neutralizagdo de ERO, convertendo-se em sua forma oxidada GSSG. Ainda,
segundo o mesmo autor, um pré tratamento das células com GSH aumentaria seus
niveis intracelulares, reforcando a capacidade antioxidante das células. Isso teria
atenuado a geracao ou os efeitos de ERO induzidas pelo composto, resultando na
menor fluorescéncia detectada pela sonda. O ensaio com DCFH mede a
fluorescéncia gerada pela oxidacdo do composto em presenga de ERO, como
peréxido de hidrogénio (H,0,), anion superédxido (O,") e radicais hidroxila (-OH)
(JAKUBCZYK. K, et al. 2020). A reducao da fluorescéncia apds o pré-tratamento
com GSH indica que o aumento inicial de fluorescéncia observado sem GSH estava
provavelmente diretamente associado a presenca dessas espécies.

Baseando-se nos estudos de Lin. K, et al. (2020) e Machado. S, et al. (2024),
que relataram resultados positivos ao utilizarem metais como Ruténio e Zinco em
sinergismo com os quimioterapicos doxorrubicina e paclitaxel em células de cancer
de mama MDA-MB-231 e MCF7, optamos por investigar essa mesma abordagem
utilizando o complexo V2 na célula MDA-MB-231. Obtivemos um resultado positivo
ao aliar o V2 com os quimioterapicos.

Para doxorrubicina e paclitaxel isoladamente obteve-se um percentual de
viabilidade celular de aproximadamente 75%, ja para o V2 isolado obtivemos um
percentual de aproximadamente de 85%, porém quando as células foram tratadas
primeiramente com V2 e apds o quimioterapico, a viabilidade celular foi para 40%,
demonstrando sinergismo entre eles.

Sabe-se que o estado redox celular afeta a eficiéncia da quimioterapia direta
ou indiretamente por multiplos eventos bioldgicos, como indugéo de morte celular,
reparos de danos ao DNA, reprogramacgao metabdlica e modificagdo do ambiente
tumoral (HUANG.G, et al. 2020). Os tratamentos citotdéxicos desencadeiam
estresse oxidativo nas células, que entdo geram niveis excessivos de ERO.

Alternativamente, o0s agentes  quimioterapicos podem  modular a
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compartimentalizacdo de GSH, que por sua vez ativa caspases proteoliticas a
jusante que afetam a morte celular (DAVIS. W, et al. 2025).

Segundo estudo de NARITA.N, et al. (2018), a GSH inativa ou exporta o
quimioterapico cisplatina por meio da bomba de exportagdo de glutationa S-
conjugada dependente de ATP em células de cancer de ovario, podendo isso
também estar relacionado com o uso dos quimioterapicos paclitaxel e
doxorrubicina. Ao aumentar o estresse oxidativo nas células pela exposi¢cao ao V2,
o sistema antioxidante possivelmente foi prejudicado e com isso a GSH,
representante desse sistema, ndo conseguiu inativar ou exportar o0s
quimioterapicos utilizados e, portanto, pode-se inferir que o0 aumento do estresse
oxidativo esteja relacionado com a melhora da efetividade dos quimioterapicos em

questao.

8. CONCLUSAO

Os resultados obtidos demonstram a eficiéncia do complexo binuclear de
oxidovanadio (V2) no tratamento de diferentes linhagens de cancer de mama, com
destaque para sua maior citotoxicidade em células triplo-negativas (MDA-MB-231
e 4T1) em comparagdo com células luminais (MCF7). Este € um resultado
satisfatorio tendo em vista a falta de medicamentos eficientes contra esse subtipo
de cancer TN. Os resultados sugerem que o V2 é capaz de gerar estresse oxidativo
e que este é o suficiente para desencadear a morte celular por necroptose e
apoptose na linhagem CM TN. Além disso, o V2 foi capaz de aumentar a
sensibilidade a quimioterapicos de uso comum na terapia do CM. Sendo assim,
propomos o V2 como um agente candidato a estudos in vivo para validar sua futura
aplicagdo e entendermos melhor os mecanismos moleculares envolvidos,

garantindo segurancga e eficacia no uso desse composto na terapia do CM.
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