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RESUMO

As bases de Schiff e seus complexos metélicos de cobre(ll) tém sido amplamente
investigadas pelas suas propriedades antitumorais, embora os mecanismos moleculares
envolvidos na sua agdo ainda ndo estejam completamente esclarecidos. Neste estudo,
foram avaliadas as propriedades biologicas de dois ligantes do tipo bases de Schiff (1a e
1b) e de seus respectivos complexos bimetélicos de Cu(ll) (2a e 2b), previamente
sintetizados e caracterizados. O objetivo foi investigar seus efeitos citotoxicos,
genotoxicos e pré-apoptoticos in vitro em linhagens celulares humanas de cancer
colorretal (SW620 e HCT-116) e de cancer de mama (MCF-7). Como controle nédo
tumoral, foram utilizados fibroblastos humanos (MRC-5), a fim de avaliar a seletividade
dos compostos em relagdo as células tumorais. A atividade citotoxica foi analisada pelos
ensaios de MTT, vermelho neutro e exclusdo de azul de tripan. A capacidade
antiproliferativa foi determinada por ensaio clonogénico. Para elucidar os mecanismos
de atividade antitumoral, realizaram-se o ensaio cometa, para deteccdo de danos ao
DNA, e a anélise da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) utilizando a sonda
MitoSOX™ Red. A progressdo do ciclo celular e a indu¢do de morte celular por
apoptose foram avaliadas por citometria de fluxo. Os resultados dos ensaios de
viabilidade celular demonstraram que o0s compostos la e 1b apresentaram
citotoxicidade para as linhagens HCT-116 ¢ SW620 (ICso = 35-40 uM), com baixa
atividade frente a linhagem MCF-7. Por outro lado, 0os complexos 2a e 2b mostraram
citotoxicidade em todas as linhagens tumorais, incluindo MCF-7. Todos 0s compostos
reduziram a proliferagdo celular e apresentaram alta seletividade em relacdo aos
fibroblastos MRC-5 (ICso > 90 uM). Os compostos 1a, 2a e 2b destacaram-se na
inducdo de danos genotoxicos, enquanto 1b e 2a aumentaram significativamente a
producdo de ERO intracelulares. As bases de Schiff provocaram a parada do ciclo
celular na fase S nas linhagens de cancer colorretal, enquanto os complexos metalicos
induziram bloqueio na fase G2/M nas linhagens de cancer colorretal e de mama. Todos
0s compostos investigados induziram apoptose nessas linhagens. Em conclusdo, os
complexos de Cu(ll) apresentaram um perfil farmacoldégico mais promissor em
comparacdo com as bases de Schiff livres, sugerindo que a complexagdo com cobre
potencializa a atividade antitumoral, com destaque para o cancer colorretal.
Palavras-chave: Compostos bases de Schiff, complexos bimetalicos de Cu(ll),
quimioterapia, potencial antitumoral, mecanismos de ac¢do, cancer colorretal, cancer da

mama.



ABSTRACT

Schiff bases and their copper(ll) metal complexes have been widely investigated for
their antitumor properties; however, the molecular mechanisms underlying their action
remain not fully understood. In this study, two Schiff base compounds (1a and 1b) and
their respective bimetallic copper(ll) complexes (2a and 2b) were synthesized and
characterized to evaluate their cytotoxic, genotoxic, and pro-apoptotic effects in vitro in
human colorectal cancer cell lines (SW620 and HCT-116) and a breast cancer cell line
(MCF-7). Human normal fibroblasts (MRC-5) were used as a non-tumor control.
Cytotoxic activity was assessed using MTT, neutral red uptake, and trypan blue
exclusion assays. The antiproliferative capacity was evaluated using a clonogenic assay.
To investigate the mechanisms of action, the comet assay was performed to detect DNA
damage, and the MitoSOX™ Red probe was used to assess the generation of reactive
oxygen species (ROS). Cell cycle progression and apoptosis induction were analyzed by
flow cytometry. The results showed that compounds 1a and 1b exhibited selective
cytotoxicity towards HCT-116 and SW620 cell lines (ICso = 35-40 pM), with low
activity against the MCF-7 cell line. In contrast, complexes 2a and 2b demonstrated
cytotoxicity across all tumor cell lines, including the MCF-7 cell line. All compounds
reduced cell proliferation and showed high selectivity for non-tumor fibroblasts (ICso >
90 puM). Compounds 1la, 2a, and 2b were particularly effective in inducing genotoxic
damage, while 1b and 2a significantly increased intracellular ROS production. The
Schiff base compounds induced cell cycle arrest in the S phase, whereas the metal
complexes caused G2/M phase arrest in colorectal cancer cell lines. All compounds
induced apoptosis in the colorectal cancer cell models. In conclusion, the copper(ll)
complexes exhibited a more promising pharmacological profile compared to the isolated
Schiff bases, suggesting that copper coordination enhances antitumor activity,

particularly in the context of colorectal cancer.

Keywords: Schiff base compounds, bimetallic Cu(ll) complexes, chemotherapy,

anticancer potential, action mechanisms, colorectal cancer, breast cancer.
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APRESENTACAO DA DISSERTACAO

A presente dissertacdo de mestrado é composta de: Introducdo, a qual traz uma revisdo
da literatura contendo os principais topicos conceituais envolvidos neste trabalho. Esta
secdo aborda os aspectos epidemioldgicos e clinicos dos canceres de mama e colorretal,
os modelos celulares utilizados para seu estudo, 0s tratamentos quimioterapicos
convencionais, além da atividade antitumoral e dos mecanismos de acdo de bases de
Schiff e seus complexos com Cu(ll). Em relacdo a este topico, sdo abordadas com maior
profundidade a interacdo dos compostos com DNA, estresse oxidativo pela producao de
ERO, a inibicdo de enzimas-chave como as topoisomerases, inducao da parada do ciclo
celular e inducdo de morte celular por apoptose pela via intrinseca, visto que sdo o

ponto focal de estudo desta dissertagéo.

Subsequentemente sdo apresentado o seguinte capitulo:

CAPITULO I: Artigo Original - submetido ao periédico Journal of Medicinal
Chemistry, Impactor Factor 6.8, intitulado: Cytotoxic Schiff Base Derivatives Disrupt

DNA and Induce S-Phase Arrest and Apoptosis in Colorectal Cancer Cells

Ao final, é apresentada as Perspectivas futuras geradas por este trabalho.

1. INTRODUCAO
1.1.  Cancer: Definicgdo, estatistica, tipologia e tratamento

O céncer é uma doenca genética heterogénea e multifatorial caracterizada pela

ocorréncia de uma série de alteracbes moleculares intimamente associadas com



mutacdes (1). Estas mutagdes resultam de uma falha do sistema de controle genético,
ocasionando a transformacéo de células normais em células tumorais (2). A disfuncédo
dos sistemas desencadeia a proliferagdo celular descontrolada, desregulada e cadtica
das células tumorais, favorecendo a formagéo de massas tumorais e podendo iniciar a
invasdo celular de tecidos e 6rgdos proximos e acessiveis (3).

Considera-se que a maior questdo na fisiologia do cancer é a distingdo entre
tumores malignos dos benignos (4). O tumor benigno, como por exemplo uma verruga,
é aquele que permanece em sua localizacdo original e ndo se espalha pelos tecidos
circundantes, nem para outras partes do corpo. Por outro lado, o tumor maligno € aquele
proveniente de uma proliferacdo e invasdo anormal de células nos tecidos circundantes
ou comprometimento a distancia (metéastase) através do sistema circulatério ou linfatico
(5). Normalmente, apenas os tumores malignos sdo designados de cancer devido a sua
alta capacidade de interferir nas funcdes vitais do organismo (6).

O reconhecimento do modelo molecular de maltiplos estagios no
desenvolvimento de diferentes tipos de cancer resulta de alteracbes e mutacOes
progressivas no acido desoxirribonucleico (DNA, do inglés: deoxyribonucleic acid) da
célula, impulsionadas por caracteristicas fenotipicas denominadas de marcas do cancer,
conforme descritas por Hanahan e Weinberg (2021) (Figura 1), que desempenham um
papel importante na progressao tumoral (Figura 1) (7,8).

O sistema de estadiamento TNM padronizado pelo Comité de Conjunto
Americano do Cancer (AJCC, do ingles: American Joint Committee on Cancer), tornou-
se referéncia na classificacdo padrdo de cancer usando critérios relacionados ao
tamanho e extensdo do tumor (estagio T), linfonodos regionais (estagio N) e a presenca
ou ndo de metastases distantes (estagio M) para definir o prognostico e determinar o
estagio do cancer (9). Além de fornecer uma previsdo e linguagem padronizada para
refletir a carga tumoral, o sistema TNM permite com que pesquisadores de diferentes
origens comuniquem-se entre si e comparem grupos de pacientes diagnosticados e

tratados durante tempos variados nos ultimos anos (10).
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Figura 1. As principais marcas do cancer. Fonte: Adaptado de Hanahan e Weinberg
(2011).

O processo de formacdo do cancer designado de carcinogénese, também
conhecido por tumorigénese ou oncogénese, caracteriza-se pelo seu crescimento de
forma organizada, geralmente lento e expansivo, podendo levar muito tempo para que
uma célula cancerigena se prolifere e dé origem a um tumor nitido (11). Nesse contexto,
as células cancerosas sdo diferentes das células normais por apresentarem potencial
proliferativo ilimitado, autossuficiéncia para os sinais de crescimento e resisténcia aos
sinais antiproliferativos e apoptoticos (12).

A nivel celular, o desenvolvimento do cancer (ou tumor) é visto como um
processo que envolve eventos moleculares, celulares e epigeneticos, que é tipicamente
categorizado em trés etapas, nomeadamente: iniciacdo, promocgdo, progressdo e
metastase (Figura 2). Até a fase de progressdo e metastase, as células que passaram por
iniciagdo e promocdo adquirem multiplas mutagdes necessarias para invadir os tecidos
circundantes e adjacentes através do sistema sanguineo ou linfatico, caracterizado pela
metastase, marcando o inicio e a evolu¢do do cancer invasivo, até o surgimento das

manifestagdes clinicas da doenca (13-15).
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Figura 2. Fases da carcinogénese. A formacdo do cancer envolve a fase de iniciagéo,
promocdo e  progressao/metastase. Criado  pela autora  (Biorender;
https://app.biorender.com).

Compreender o estagio de progressdao é crucial para o desenvolvimento de
intervencdes que interrompam o processo carcinogénico. Ao direcionar os fatores que
promovem o0 crescimento das células cancerigenas e interromper as vias que as
sustentam por meio de agentes quimioterapicos eficazes, pode ser possivel impedir ou
retardar a transformacéo de células pré-cancerosas em malignas (16).

O cancer é considerado uma das principais causas de elevadas taxas de
internacdo e mortalidade no mundo (17,18). Nos homens, o cancer de préstata é a
segunda maior causa de incidéncia e morte, seguido do cancer de cdlon e reto, com
cerca de 2,1 milhdes (14,2%) e 1,6 milhdes (10.4%) novos casos, respectivamente (19).

A Figura 3 mostra que no Brasil, entre os diferentes tipos de cancer, o cancer de
mama, o cancer do pulmao, traqueia e brébnquios e o cancer colorretal sdo 0s mais
incidentes e prevalentes, sendo responsaveis por cerca de 2,3 milhdes (24%) e 890 mil
(9,4%) de novos casos diagnosticados e mortes por cancer entre as mulheres (2,7,10).
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Distribuicao proporcional dos dez tipos de cincer mais incidentes estimados para 2023 por

sexo, exceto pele nao melanoma*

Localizacao Priméria Casos Localizagdo Primaria Casos %
Prostata 2.760 26,5% Homens Mulheres Mama feminina 2410 22,4%
Estdmago 1.200 11,5% Colo do (tero 1.980 18,4%
Tragueia, bronguio e pulmao 880 8,5% Cdlon e reto 740 6,9%
Calon e reto 690 6,6% Traqueia, brénguio e pulmao 650 6,0%
Cavidade oral 440 4.2% Estomago 630 5,9%
Leucemias 440 4.2% Leucemias 350 3,3%
Figado 430 41% Ovério 340 3,2%
Sisterna nervoso central 320 31% Figado 320 3,0%
Esofago 270 2,6% Glandula tireoide 320 3,0%
Laringe 260 2,5% Sistema nervoso central 270 2,5%

*Numeros arredondados para maltiplos de 10.

Figura 3. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes
estimados para 2023 por sexo, exceto pele ndo melanoma (nimeros arredondados para
multiplos de 10). Fonte: Retirado da estatistica do Instituto Nacional do Céancer-INCA
(2023).

A informagdo acima reflete a significativa carga do cancer na populacdo
mundial, evidenciando a necessidade de estudar estratégias eficazes de prevencao,
diagnostico precoce e tratamento. No proximo tdpico, abordaremos com mais detalhes
as caracteristicas, fatores de risco, particularidades do cancer colorretal e de mama, mais
prevalentes em homens e mulheres, respectivamente, incluindo suas implicagdes
clinicas, modelos de linhagens celulares especificas e avangcos na abordagem

terapéutica.

1.2.  Cancer Colorretal
O co6lon e o reto constituem o intestino grosso, designado o segmento final do

sistema gastrointestinal. Juntamente com o intestino delgado, ambos 6rgdos formam
alguns dos maiores tecidos do corpo humano e apresentam funcdes fisiologicamente
distintas devido as suas diferencas anatdmicas celulares (20). O colon, em particular, €
um tecido responsavel pela regulacéo intestinal composto por maltiplos nervos, como o
vago e pélvico, que coordenam as atividades motoras e secretoras (21).
Anatomicamente, o colon se divide em duas regides: célon direito (que inclui
metade direita do colon transverso, ceco, colon ascendente) que tem a funcdo de
absorver &gua e nutrientes; e o célon esquerdo (composto pela metade esquerda colon
transverso esquerdo, coélon descendente e cdlon sigmoide) responsavel pelo
armazenamento e excre¢do de residuos fecais por movimento mecanico (20,22,23). O

reto, por sua vez, localiza-se na parte posterior da cavidade pélvica, se unindo ao coélon



sigmoide e termina na juncao anorretal, logo a seguir ao anus com 15-20 cm, por onde é
feita a excrecdo das fezes, a sua principal funcgéo fisioldgica (24,25) (Figura 4).

Esta segmentacdo anatdmica também estd diretamente relacionada a
classificacdo dos diferentes subtipos de cancer colorretal (CCR) que se distribuem em
trés regides: colon proximal, colon distal e reto (26). Cerca de 50% dos casos de CCR
tem origem a partir de alteracfes genéticas e epigenéticas acumuladas do lado direito do
cblon proximal, que é embriologicamente derivado do intestino médio, e tumores de
lado esquerdo do reto (cdlon distal e reto) que sdo derivados do intestino posterior

embrioldgico (27).

/Célon transversso
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I +— Intestino delgado
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Figura 4. Esquema representativo da anatomia do intestino grosso. O intestino é
composto pelo ceco, apéndice, colon (dividido entre colon ascendente, transverso e
descendente), reto e canal anal. Fonte: Criada pela autora (Biorender;
https://app.biorender.com).

1.2.1. Epidemiologia, fatores de risco, fisiopatologia e tratamento do céncer

colorretal

O cancer colorretal (CCR) ou de colon e reto é o terceiro cancer mais
comumente diagnosticado e a terceira maior causa de morte entre as mulheres e
homens, globalmente (11), devido aos programas de rastreamento tardio, a estratégia

terapéutica e 0 aumento das taxas de incidéncia (28). Este cancer faz parte da lista dos
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tumores gastrointestinais, que tém inicio no sistema digestivo, segundo o Instituto
Nacional do Cancer (INCA) (29).

Na década de 1950, o cancer colorretal era relativamente raro em determinadas
populacBes de paises ocidentais. No entanto, atualmente, é considerada a segunda causa
mais comum de morte a nivel mundial (30). Os ultimos dados globais do cancer
colorretal divulgados pela Agéncia Internacional de Pesquisa sobre o Céancer (IARC, do
inglés: International Agency for Research on Cancer), elaboradas pela Observacao
Global do Cancer (GIOBOCAN, do inglés: Global Cancer Observatory)
(https://gco.iarc.who.int/en), mostraram que o namero de mortes por CCR foi de 0,94
(9.4%) milhdes de pessoas (31,32) (Figura 5).

No entanto, as projecGes até 2045 ndo sdo nada animadoras, pois sugerem que a

taxa de incidéncia e mortalidade por cancer de célon e reto terdo aumentado 70,5% e
71,5% impulsionadas pelo envelhecimento e crescimento populacional, respectivamente
(33,34), variando geograficamente e significativamente entre os paises e regides com
baixo e alto indice de desenvolvimento humano (29) (IDH). A distribuigdo global
estimada da incidéncia por CCR, ajustada por idade e considerando ambos 0s sexos e

todas as idades, para 0s proximos anos esta representada na Figura 5.
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Figura 5. Representacdo grafica das taxas de incidéncia do cancer colorretal, ajustadas
por idade e padronizadas para populacdo mundial, em ambos os sexos de 2022-2045.
Fonte: GLOBOCAN (2024). Disponivel em: https://gco.iarc.fr/tomorrow/. Acesso em
09 jul. 2025.

A incidéncia e mortalidade por CCR sempre foi consideravelmente mais elevada
em paises com alto IDH em relacdo aos baixos indices de IDH, devido a exposicao e
prevaléncia frequente de fatores de risco que serdo discutidos posteriormente no
presente trabalho. No entanto, atualmente, tanto os paises de renda baixa assim como de
média e alta renda, apresentam taxas de incidéncia e mortalidade exacerbadas de 80% e
85%, respectivamente. As regides populacionais que foram estimadas com alto risco de
mortalidade padronizada por idade e sexo incluem a Europa (30,4%), Oceania (29,8%)
e America do Norte (26,2%), seguida de regides como a Africa (95.0%), América
Latina (74%) e Asia (70,8%) com baixa risco. Adicionalmente, as disparidades entre a
faixa etaria, sexo e raca também contribuem para a incidéncia, prognostico e
mortalidade (29).

O CCR ¢ tido como uma doenca do envelhecimento (10), pois a idade média de
inicio deste tipo de cancer é de 60 anos, onde na maioria das vezes, 0 sistema
imunoldgico do individuo ja se encontra comprometido (35). Porém, nos Gltimos anos,
devido a mudanca de estilo de vida e dieta em direcdo a ocidentalizacdo, a populacédo
mais jovem também tem sido acometida por esta doenca (36), sendo mais comum em
homens do que em mulheres em todas as populacdes estudadas. Ademais, os dados do
Programa Vigilancia, Epidemiologia e Resultados (SHEER, do inglés: Surveillance,
Epidemiology and End Results Program) indicam que existe disparidades entre as racas
e a etnias associadas ao risco cumulativo geral do CCR (37). Entre individuos com
menos de 45 anos, a taxa entre pessoas negras € de quase 50 por 100.000 habitantes, em
comparagdo com a raga branca que esta em torno de 37,0 por 100.000 habitantes. Esta
diferenca estd relacionada as contribuicdes genéticas e bioldgicas, desigualdade no
acesso ao sistema de salde, alimentacdo, comorbidades, e atraso no diagnostico (38,39).

Tanto os fatores de risco modificaveis e ndo modificaveis tém uma contribuicao
gritante no desenvolvimento, incidéncia e sobrevivéncia do CCR (40). A dieta alimentar
destaca-se como um dos principais fatores, especialmente devido ao consumo excessivo
de carne vermelha e processada, gordura animal e baixa ingestdo de fibras (41),

tornando o célon e o reto dois 6rgaos susceptiveis a influéncia da dieta (42).


https://gco.iarc.fr/tomorrow/

Segundo um estudo de coorte realizado por Johnson e colaboradores, o
processamento e o consumo frequente e excessivo de carne vermelha aumenta o risco
de desenvolver o cancer de colon proximal em homens e de cancer retal em mulheres
(43%). Em dieta ocidental, a ingestdo de carne média necessaria de carne vermelha é de
220g/dia, sendo estimado um risco aumentado para CCR de até 16% para cada 100g/dia
de carne vermelha e de 22% para cada 50g/dia em carnes processadas (44). Substancias
como hidrocarbonetos aromaticos (PAHs, do inglés: Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons), as aminas heterociclicas (HCAs, do inglés: Heterocyclic Amines) e 0s
compostos N-nitrosos (NOX, do inglés: N-nitroso Compounds), liberam toxinas durante
0 cozimento de carne em alta temperatura (45). Por outro lado, o excesso de gordura
animal e a baixa ingestdo de fibras podem promover a secrecdo biliar, favorecer a
disbiose bacteriana intestinal e gerar inflamacdo cronica resultando no inicio da
oncogeénese (46,47).

O desenvolvimento do CCR estd intimamente relacionado a uma série de
mecanismos fisiopatolégicos, como a proliferacdo celular anormal, diferenciacdo
celular, resisténcia a morte celular por via da apoptose, invasdo de estruturas adjacentes
por células tumorais e metastase a distancia, além do metabolismo celular do individuo
(48). As células tumorais reprogramam as suas vias metabdlicas para compreender o
sistema de maquinaria da rapida proliferacdo celular, que pode ser ocasionada pela
desregulacdo dos RNAs circundantes (circRNAs) durante o processo de tradugéo
(49,50). Geralmente o CCR se origina a partir de pdlipos benignos no c6lon ou reto que
passam por um processo displasico para progredir para adenocarcinomas, através da
sequéncia adenoma-carcinoma, inicialmente descrito pelos pesquisadores Fearon e
Vogelstein em 1990 (51).

A sequéncia da transformacdo do adenoma e carcinoma, ou seja, transformacao
de células normais para células cancerigenas, é impulsionada pelo acumulo de inUmeras
mutacOes genéticas e epigenéticas, que culminam com a promogéo do fenétipo tumoral
por meio da selecdo de variantes com melhor sobrevivéncia, crescimento e invasédo de

coldnias de células cancerigenas (52) (Figura 6).
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Figura 6. Sequéncia adenoma-carcinoma do cancer colorretal. Fonte: Retirado do livro
de Patologia Bésica Robbins, 9° ed, 2013.

O processo da sequéncia adenoma-carcinoma é caracterizado por duas principais
vias patogénicas. A primeira via envolve defeitos nos genes da instabilidade
cromossdmica (CIN, do inglés: Chromosomal Instability), resultante de alteragdes
estruturais e numéricas nos cromossomos, envolvendo mutagcdes em oncogenes (RAS,
MYC, EGFR, TGF alfa) e genes supressores de tumores (APC, MSI, TP53, SMAD4)
(53) (Figura 6). Esta via estd presente em 85% dos casos esporadicos de CCR, e
envolve fatores ambientais, mutagdes somaticas hereditarias adquiridas no epitélio
colorretal (54). A segunda via molecular, instabilidade de microssatélites (MSI, do
inglés: Microsatellite Instability), envolve alteracbes APC/B-catenina e mutagdes
adicionais no oncogene homadlogo viral do Sarcoma de rato Kristen (KRAS, do inglés:
Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog), e gene polipose adenomatosa do colon
(APC, do inglés: Adenomatous Polyposis Coli) decorrente da deficiéncia do sistema de
reparo de incompatibilidades de DNA ou erro de pareamento (MMR, do inglés:
Mismatch Repair) levando ao acumulo gradual de mutacBes que favorecem a
tumorigénese (Figura 6) (55). A medida que o adenoma cresce, ocorrem alteracdes
geneticas e epigenéticas, como a perda da funcdo da proteina P53, que permite a
conversdao do adenoma e adenocarcinoma invasivo promovendo a proliferacdo celular
descontrolada e displasia de alto grau (56).

Em humanos, seis genes homdlogos envolvidos na inativacdo do MMR foram
denominados de MSH (do inglés: MutS Homolog): MLHL1 (localizado na mitocondria),
MSH2, MSH3, MSH6 (localizado no nucleo), MHL4 e MHLS5 (fazem parte dos sistema
de recombinacdo), além das proteinas PMS1 e PMS2 que compdem o complexo



proteico (55). O nome MutS é originario de uma proteina originalmente identificada em
bactérias (MutS), responsavel pelo reparo de erros durante a replicacdo do DNA (57).

No cancer colorretal, a mutacdo principalmente nos genes MLH1 e MSH2,
prejudica a capacidade de reparar o deslizamento da fita simples ou dupla ao DNA
dentro das repeticGes de nucleotideos. Essas vias ou mecanismos de sistemas de reparo
podem atuar de forma independente ou combinada, impactando na progressao do cancer
e influenciando a resposta ao tratamento (58,59).

O diagnostico do CCR envolve uma vasta combinacdo de diferentes exames
recomendados pelo Colégio Americano de Gastroenterologia (ACG, do inglés:
American College of Gastroenterology), que incluem: exames clinicos, histérico do
paciente e testes especificos como o de imagem. No entanto, a escolha do teste a ser
realizado dependera do exame fisico de abdome, idade, anélise do historico familiar e
alimentar do paciente, sintomas apresentados e fatores de risco ao qual ele foi sujeito
(60). Os principais exames clinicos realizados consistem na pesquisa de sangue oculto
ou aparente nas fezes e exames endoscdpicos (colonoscopia, sigmoidoscopia e
retoscopia) para 0s casos com diagndstico positivo, que tem a finalidade de visualizagdo
interna do intestino buscando a presenca de polipos benignos que se transformaram em
malignos (61).

O tratamento do CCR é baseado principalmente na cirurgia, suplementado pela
quimioterapia (adjuvante e neoadjuvante), radioterapia, imunoterapia e terapia
molecular direcionada para a eliminacdo completa do tumor (62). No caso de paciente
que tenha o cancer localmente avancado, a quimioterapia neoadjuvante ¢é
frequentemente usada em combinacdo com radioterapia para ajudar a reduzir o estagio
clinico do tumor e erradicar completamente as micrometastases pés-cirurgia (63). Para
canceres de colon que envolve linfonodos (em estagio 11, IV, V) ou locais distantes, é
indicada a quimioterapia adjuvante ou paliativa para eliminar as células tumorais
restantes apoés a cirurgia radical e melhorar a qualidade de vida com pacientes com CCR
avancado (64).

As fluoropirimidinas sdo conhecidas como a classe de farmacos prioritaria e
central no tratamento do CCR. Na doenca avangada, a administracdo de quimioterapia
sistémica, incluindo 5-fluorouracil (5-FU) ou seu pro-farmaco capecitabina, é
obrigatdria (65). O 5-Fluorouracil, pertencente ao grupo das fluoropirimidinas, tem sido
usado na quimioterapia convencional de primeira linha de defesa para 0 CCR

metastatico de estagio Il por mais de 50 anos, e indicado para pacientes com baixo



desempenho ou baixo risco de declinio ou deterioracdo (66). Posteriormente, outros
medicamentos, como Cetuximab e Leucovorin, também foram conhecidos e
empregados devido a sua eficacia contra a doenca. O 5-FU é administrado em
combinacdo com leucovorina, um derivado do acido félico que potencializa os efeitos
inibitdrios citotdxicos do fluorouracil (67).

Estudos realizados apontam que, a baixa metabolizacdo e acimulo de 5-FU no
interior das células cancerigenas pode ser ocasionado pelo transporte transmembranar
alterado, ou seja efluxo de farmacos, mediado principalmente por transportadores que
bombeiam o agente quimioterapico para fora da célula, reduzindo a concentracdo
intracelular e sua eficécia; ou através da reducdo da absorcdo de farmacos nas células
cancerigenas mediada por transportadores de soluto, considerados determinantes da
absorcéo e disposicao intracelular dos farmacos antineoplésicos (67—69).

Com o objetivo de reduzir a taxa de progressdo do cancer metastatico, a
quimioterapia sisttémica atual introduziu novos regimes terapéuticos adaptaveis ao
estagio do tumor que compreendem a terapia de agente Unico com apenas 5-FU e
regimes de agentes maltiplos com quimioterapicos (70), que incluem: fluorouracil (5-
FU), irinotecano (IRI), oxaliplatina (OX), capecitabina (CAP, XELODIA ou XELOX) e
Raltitrexed (RAL). Por outro lado, existem os regimes de terapia combinada FOLFOX
(combinacdo de oxaliplatina, 5-fluorouracil (5-FU) e leucovorina), CAPOX (também
conhecido como XELOX: oxaliplatina, capecitabina oral), FOLFIRI (leucovorina, 5-
FU, irinotecano) e CAPIRI (capecitabina e oxaliplatina) que continuam sendo as

principais abordagens de tratamento (71,72).
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Figura 7. Principais op¢Oes de regimes terapéuticos nas trés linhas de tratamento do
cancer colorretal metastatico (adaptado de Maslarinou et al., 2023).

Avancos recentes na quimioterapia do cancer colorretal demonstram que 0s
pacientes tratados com a infusdo de 5-fluorouracil, leucovorina, e oxaliplatina
(FOLFOX) e irinotecano (FOLFIRI) mais bevacizumabe (73), um anticorpo
monoclonal (mAb) atualmente usado como tratamento de primeira linha junto com a
quimioterapia, foram associados a uma sobrevida global significativamente maior no
tratamento de primeira linha para cancer colorretal metastatico ou irressecavel quando
comparado com as combinag¢@es quimioterapicas citadas anteriormente (74).

A introducéo da utilizacdo de tecnologias avancadas na medicina contemporanea
para o diagnéstico do CCR, como a inteligéncia artificial (IA), tem sido cada vez mais
destacada como um método promissor na deteccdo, prognostico e terapia do cancer
(75,76). Atualmente, a introducdo da IA trouxe avancos significativos para novas
tendéncias atuais para analise e diagnostico do cancer colorretal (77), sendo possivel
analisar imagens endoscopicas e radioscopias favorecendo a deteccdo de lesbes
neoplasicas, fato que auxilia no rapido diagndstico e reduz a variabilidade da
classificacdo visual entre os observadores ou endoscopistas e aprimorar a interpretacdo

radiologica e histopatologica (78).



Embora a cirurgia e a quimioterapia tenham melhorado significativamente o
manejo do CCR, a taxa de sobrevida global permanece relativamente baixa
principalmente em pacientes com metastase. Sem tratamento, a sobrevida dos pacientes
com CCR metastatico é tipicamente 6 a 12 meses (79). A sobrevida média em
individuos com CCR esta intimamente relacionada as comorbidades existentes da
componente molecular e ao estagio do tumor, diminuindo rapidamente em individuos
com doenca metastatica (41).

Pacientes em estagios iniciais (I-11) apresentam taxas de sobrevida em cinco
anos superiores. A metéstase é a principal causa de morte, com uma taxa de sobrevida
em cinco anos superior a 90%, em caso metastatico (I\V) a taxa cai para 10%-15% (80).
Embora existam muitas sindromes genéticas, quase 70% dos CCR sdo esporadicos,
resultantes de mutacdes pontuais que promovem alteracbes moleculares e patoldgicas
no genoma celular (31).

Na area da oncologia, entender os processos relacionados a proliferacdo e
crescimento celular, ciclo celular e apoptose por meio de diferentes técnicas, torna-se
bastante fundamental (81). Funcbes e processos bioldgicos sdo feitos em estudos
envolvendo linhagens celulares humanas, particularmente derivadas de tumores
primarios e secundarios ressecados de um unico paciente, como por exemplo a HCT-
116 (do inglés: Human Colorectal Carcinoma 116), HT29 (do ingles: Human
Colorectal Carcinoma 116), SW480 (Southwestern 480) e SW620 (Southwestern 620),
que sdo modelos pré-clinico importante na exploracdo dos mecanismos subjacentes ao
cancer colorretal (82,83).

Os testes de investigacdo do mecanismo de acdo de quimioterapicos sao
realizados a partir de ensaios bastante sensiveis e que avaliam o efeito em alvos
celulares mais especificos e pontuais: os sistemas enzimaticos, metabdlicos, funcionais
ou estruturais (84). Outrossim, fornecem insights essenciais sobre a biologia molecular
e celular de tumores, descoberta de novos compostos antitumorais e biomarcadores de
resposta a quimioterapicos convencionais quanto a sensibilidade, resisténcia e

toxicidade a medicamentos para pratica clinica na oncologia (85).

1.2.2. Linhagem celular SW620

A linhagem celular SW620 (Figura 8) é derivada do intestino grosso de um
homem de 51 anos com cancer colorretal Dukes-C coélon secundario. Ela foi



estabelecida pela primeira vez no laboratdrio pelo cientista Albert Leibovitz, para fins
de caracterizacdo e estudos sobre o cancer colorretal (86). Considera-se que o elevado
potencial metastatico e a sua origem no nodulo linfatico metastatico fazem delas um
modelo relevante para o estudo da disseminacdo do cancer de colon e reto.

A SW480 (tumor priméario) e SW620 (tumor metastatico linfonodal) séo
derivadas do mesmo paciente doador (87). Apresentam perfis de mutacéo idénticos, no
entanto, diferencgas epigenéticas evidentes, sendo que SW480 é homozigoto, enquanto a
SW620 é heterozigoto para a mutagdes pontuais no gene KRAS (88). Além desta
mutacdo, pode ocorrer mutacdo no gene da proteina supressora de tumor TP53 (do
inglés: Tumor Protein p53) e mutacdo no gene supressor tumoral APC responsavel por
interromper o ciclo celular em resposta ao dano no DNA e regular a degradagéo da 3-
catetina, respectivamente (89).

Morfologicamente, as células SW620 sdo epiteliais com uma aparéncia
semelhante a fibroblastos; consistem em pequenas células redondas e bipolares que
correspondem a microvilosidades com cerca de 14,4+0,3 um de didmetro, com menos
protrusdes e uma area lameipodial menos extensa (90) (Figura 8). Sdo caracterizadas
por sintetizar pequenas quantidades de antigeno carcinoembrionario (CEA) que sdo
altamente tumorigénicas em camundongos nude, além de serem positivas para
citoqueratina por imunocoloracdo de peroxidase, marcador essencial para caracterizar as
células de origem epitelial, como é o caso dos adenocarcinomas colorretais. Possui um

cariotipo hiperdiploide, ou seja, mais cromossomos do que o diploide normal humano

variando de 46 a 52 cromossomos marcadores comuns durante a metafase S da divisao
celular (82).




Figura 8. Morfologia da linhagem celular SW620 observada por microscopia éptica.
Imagens capturadas com objetivas de 10x (A) e 20x (B) (500 um), utilizando o sistema
EVOS. Barra de escala: 500 um. As imagens evidenciam as caracteristicas morfologicas

tipicas da linhagem.

O crescimento do CCR é regulado, em grande parte, pelo desequilibrio entre a
proliferacdo celular aumentada e a reducdo da apoptose, favorecendo a expansdo
tumoral. As maiores taxas de proliferacdo em celulas de cancer colorretal estdo
associadas a um fendmeno de MSI e baixa diferenciacdo resultando em um progndstico
ruim (91). A SW620, por sua vez, apresenta uma instabilidade cromossomica, CIN,
caracterizada por anormalidades na segregacdo cromossémica e ocorre em cerca de
75% dos casos de CCR.

A presenca de CIN indica que os genes classicos de sistema de reparo estdo
funcionalmente ativos, e que possivelmente os erros ou danos ocasionados ao DNA
serdo reparados. Esta instabilidade contribui para sua rapida proliferacdo e
agressividade, conferindo-lhe a capacidade invasiva e de resisténcia a determinados
estimulos (92). A presenca de mutacdes em genes chaves como TP53, KRAS e APC,
favorece a proliferacdo desregulada e a evasdo da apoptose, enquanto a deficiéncia
parcial em vias de reparo do DNA contribui para o acimulo de alteracBes genéticas
(89).

1.2.3. Linhagem celular HCT-116

A HCT-116 (Figura 9) é derivada de um carcinoma colorretal primario de um
paciente de 41 anos do sexo masculino, comumente usada para estudar a biologia do
cancer (93). Esta é uma linhagem de células independente do fator de crescimento que
demonstrou ser invasiva e altamente mdvel em estudos in vitro com potencial de
diferenciacdo limitado, tornando-se um modelo excepcional para estudar fenotipos
tumorais agressivos (94). Existem diferengas entre o carcinoma colorretal e 0s
adenocarcinomas avangados, o adenocarcinoma se desenvolve nas glandulas, enquanto
0 carcinoma se origina no tecido epitelial (95).

A linhagem celular HCT-116 exibe uma morfologia semelhante a epitelial,
normalmente crescem em culturas de monocamada, mas também podem formar
esferoides com diametros de 150-400 pum, e apresenta um tempo de duplicacdo variado

de 25 a 40 horas (96) (Figura 9). Essa adaptabilidade nos padrées de crescimento



ressalta a sua versatilidade em varias configuracdes experimentais (82). Quanto ao perfil
cromossomico, as celulas HCT-116 sdo quase diploides com aproximadamente 70% da
populacdo celular abrigando 45 cromossomos, com uma amplificacdo notavel é
recorrente nos bracos longos dos cromossomos (8, 10, 16 e 17), enquanto o
cromossomo Y esta ausente, contribuindo para a sua composi¢do gendmica Unica. Esta
linhagem é muito usada como modelo de triagem para estudos de potenciais candidatos

a medicamentos quimioterapicos contra o cancer (97).

Figura 9. Morfologia da linhagem celular HCT-116 observada por microscopia Optica.
Imagens capturadas com objetivas de 10x (A) e 20x (B) (500 um), utilizando o sistema
EVOS. Barra de escala: 500 um. As imagens evidenciam as caracteristicas morfoldgicas
tipicas da linhagem.

Quanto ao seu perfil genético e molecular, as células HCT116 sdo um modelo
classico que inclui mutacdes, alteracdes e inativacdo epigenéticas do gene MLH1 (do
ingles: MutL Homolog 1) silenciado por metilagéo que culminam com alta instabilidade
de microssatélites (MSI-H, do inglés: Microsatellite Instability-High) (91). Esta alta
instabilidade é causada devido a falha ou defeitos no sistema MMR, resultando em erros
ndo corrigidos durante a replicacdo do DNA, especialmente em regifes com repeticdes
curtas designadas de microssatélites (98).

O silenciamento de MLH1 por metilacdo do promotor impede a formagéo do
complexo de reparo com PMS2, levando ao acimulo de mutacGes e aumentando a
heterogeneidade gendmica (92). Essas alteracdes promovem diversidade celular, mas
também tornam as HCT-116 sensiveis a certos tipos de estresse genotdxico,
especialmente os que causam lesdes incompativeis com a deficiéncia em MMR (59).

A combinagdo da mutagdo num gene TP53, mutacdo G13D no gene KRAS e mutacao

parcialmente funcional no gene APC, decorrentes da falha do sistema MMR, tornam o



perfil genético da linhagem celular HCT116 bem definido e util para o estudo da
interacdo entre vias de sinalizacdo, proliferacdo, mutacdes pontuais e reparo do DNA
(93).

1.2.4. Comparacao entre as linhagens celulares: SW620 e HCT-116

Fazendo uma anélise comparativa resumida entre as células HCT-116 e SW620,
ambas diferem em sua origem, caracteristicas morfologicas, genéticas e epigenéticas.
A Tabela 1 mostra um resumo sobre as principais diferencas entre a HCT-116 e SW620
usados como modelos de estudo do cancer colorretal. Esta compreensdo comparativa
das linhagens celulares HCT-116 e SW620 enriquece o conjunto de ferramentas
disponivel aos pesquisadores permitindo investigacdes mais detalhadas sobre a natureza
multifacetada do cancer colorretal.

Tabela 1. Resumo comparativo das linhagens celulares SW620 e HCT-116 quanto as
suas caracteristicas morfoldgicas, genéticas e funcionais

Linhagem celular
SW620

Caracteristicas HCT-116

Origem Tumor metastatico Tumor primério

Epitelial, aderente, o

) ) Epitelial, aderente,
_ irregular, mais ]

Morfologia ] ) organizada, menos

diferenciada e menos ) ) )
diferenciada e mais coesa
coesa
Crescimento/proliferagéo Moderado a alto Alto
Tipo de instabilidade Instabilidade Instabilidade

genbmica cromossomica (CIN) cromossémica
Sistema de reparo MMR Proficiente Deficiente
Gene MLH1 Funcional Silenciado por metilagdo
Mutacéo em TP53 Mutado Presente e funcional

MutacGes em KRAS

Presente (geralmente
G12V)

Presente (G13D)

Mutacéo no gene APC

Mutado

Parcialmente funcional

Agressividade tumoral

Alta e metastatico

Baixo a moderado




Menor sensibilidade ]
_ Sensivel a drogas que
o ) (resistentes a alguns _
Resposta a quimioterapia ) afetam o sistema MMR
farmacos, como o 5- .
. ou mutagdes em KRAS
fluorouracil)

Estudo de metastase, Estudo de MSI, resposta
Relevancia resisténcia e sinalizacdo  imune, reparo de DNA e
celular mutacgdes pontuais

1.3.  Cancer de mama
1.3.1. Anatomia da mama

As mamas humanas sdo glandulas mamérias localizadas na parte anterior da
parede tordcica sobre o musculo peitoral maior, se estendendo superiormente, cada
mama, a segunda costela e lateralmente a linha axilar média (99) (Figura 10).

A anatomia e funcdo da mama variam entre os homens e mulheres, sendo mais
proeminentes e funcional nas mulheres ap6s o inicio da puberdade e apenas
rudimentares nos homens (100). No entanto, para ambos, a mama possui ligamentos
idénticos que ancoram a fascia muscular subjacente. As mamas femininas sdo formadas
por células produtoras de leite dispostas em mdaltiplos 1ébulos, e por estroma que inclui
tecido glandular, conjuntivo e adiposo (Figura 10) (101). Tais l6bulos, estruturas
acinares que se desenvolvem no 6rgdo excretor do leite materno, sdo caracterizados por
possuirem ductos lactiferos e tecido glandular que auxiliam na amamentacdo e outras
secrecfes que saem no mamilo, denominadas unidades lobulares do ducto terminal
(102).

O formato e o tamanho das mamas dependem muito de fatores raciais, genéticos
e dietéticos, idade, paridade, estado menopausal e controle hormonal do individuo.
Nesta compreensdo, a influéncia destes fatores, a fisionomia e a proliferacdo
descontrolada e alteragfes no epitélio mamario humano pode desencadear patologias
severas, como por exemplo: o cancer de mama, mastite, fibroadenoma, ginecomastia

(comum em homens), entre outras (103).
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Figura 10. Esquema representativo da anatomia da mama normal feminina. Fonte:

Criada pela autora (Biorender; https://app.biorender.com).

1.3.2. Epidemiologia, fatores de risco, subtipos moleculares e tratamento do

cancer de mama

Segundo dados publicados pela GLOBOCAN em 2022, o cancer de mama é o
mais frequentemente diagnosticado entre as mulheres em quase 157 paises de diferentes
continentes. Outrossim, é responsavel por cerca de 2,3 milhGes de novos casos
anualmente e 666.103 (6.8%) mortes a nivel mundial para ambos 0s sexos (104)
(Figura 11).

A carga do cancer de mama (CM) provavelmente aumentard, entre os paises, nos
proximos anos devido ao crescimento e envelhecimento populacional,
independentemente do nivel da renda. Os paises com IDH elevado como Australia,
Europa Ocidental, Norte da Europa e América do Norte tém registrado maior taxa de
incidéncia de aproximadamente 85% em comparacdo com paises com IDH medio e
baixo que incluem a Africa Ocidental, Melanésia, Polinésia e Caribe (105,106). Embora
as taxas de incidéncia tenham sido as mais altas nas regifes desenvolvidas, os paises da
Africa Subsariana e paises Asiaticos compartilham 65% da taxa de mortalidade
registrada, devido a apresentacéo e estagio tardio no momento do diagndstico e acesso

limitado ao tratamento e assisténcia médica (107).
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Na América latina, especificamente no Brasil, excluidos os tumores de pele ndo
melanoma, o0 CM é o mais incidente em mulheres de todas as regides, com taxas mais
altas nas regides Sul e Sudeste. Para cada ano do triénio 2023-2025 foram estimados
73.610 casos novos, 0 que representa uma taxa ajustada de incidéncia de 41,89 casos e e
11,71 obtidos por 100.000 mulheres (29).

Age-Standardized Rate (World) per 100 000, Incidence, Both sexes, in 2022
Breast

ASR (World) per 100 000
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Figura 11. Representagdo espacial das taxas de incidéncia de cancer de mama,
ajustadas por idade e populacdo mundial para ambos os sexos. Fonte: GLOBOCAN
(2022) https://gco.iarc.fr/.

A maioria dos canceres de mama comeca nas células que revestem os ductos, em
alguns casos nas células que revestem os lobos, e pouca probabilidade de iniciar em
outros tecidos devido a sua grande concentracdo de gordura e nervos. No entanto,
quando inicia ocorre uma multiplicacdo de células cancerigenas formando a metastase,
correspondente ao estagio IV do cancer (108) (Figura 12).

O céncer de mama pode se desenvolver em ambos os sexos. Nos homens,
estima-se que a incidéncia represente apenas 1% de todos os casos da doenca (29).
Entretanto, € mais comum e heterogéneo em mulheres no mundo todo, onde a sua

incidéncia aumenta com a idade e ocorre a partir dos 50 anos de idade (109), diferindo
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significativamente entre diferentes pacientes (heterogeneidade intratumoral) e dentro de

cada tumor individual (heterogeneidade intratumoral) (1).
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Figura 12. Estagios da formacdo do cancer de mama. Fonte: Retirado do livro de
Patologia Bésica Robbins, 9° ed, 2013.

Tal como o céncer colorretal, o cancer de mama é multifatorial, sendo
significativamente influenciado pelos fatores de risco modificaveis e ndo modificaveis,
assim como a disponibilidade e utilidade da mamografia. Dentre estes, a predisposi¢do
genética, estilo de vida e fatores ambientais sdo considerados os mais prevalentes (110).

A predisposicdo genética ou histérico familiar constituem um fator de risco
importante para 0 aumento do CM, sendo que aproximadamente 20% dos casos S&o
hereditarios (111). Nesse caso, a predisposicdo genética inclui mutacdo em dois genes
supressores de tumor importantes caracterizados por apresentarem alta penetrancia,
gene 1 do cancer de mama - BRCA1 (do inglés: Breast Cancer gene 1) localizado no
cromossomo 17 do braco 21-17g21 e o gene 2 do cancer de mama - BRCA2 (do inglés:
Breast Cancer gene 2) localizado no cromossomo 13 do brago 13-13g13 (112). Ambos
os genes, codificam proteinas envolvidas no sistema de reparo de DNA por meio de
recombinacdo homologa de quebras de DNA de fita dupla.

As mutacOes nos genes BRCA1 e BRCA2 estéo associadas a desenvolver cancer
de mama ao longo da vida, sendo 72% e 69%, respectivamente. No entanto, o risco de
cancer de mama em homens é de apenas 6% advindo de mutacfes em BRCA2 (113).
Estas mutagdes podem ser herdadas, tanto por homens como por mulheres, através de
uma heranga autossdmica dominante, em que os descendentes podem herdar a mutacao

genetica proveniente de seus progenitores (114). Geralmente, os tumores com mutagédo



BRCAL1 sdo mais agressivos, sendo caracterizados como canceres metastaticos
esporadicos. Por outro lado os tumores com mutacdo BRCA2 tém expressdo positiva
para receptor de estrogénio (ER, do inglés: Estrogen receptor) do subtipo luminal B
(115).

Estudos oferecem explicacfes de que a gravidez precoce, amamentacdo e altos
niveis de estrogénio enddgeno durante este periodo reduzem o risco de CM devido a
sensibilidade alterada da glandula maméria a exposi¢des hormonais posteriores
(116,117). Com isso, evitar 0 uso de cosméticos e alimentos que contenham ou
aumentem o nivel de estrogénio exdgeno no nosso organismo, em combinag¢do com uma
alimentacdo equilibrada e a prética regular de exercicios fisicos, sdo formas eficazes
para reduzir o impacto dos hormdnios do nosso corpo (118).

O CM invasivo pode ser dividido em subtipos moleculares intrinsecos com base
nos niveis de expressao génica de RNA mensageiro (MRNA), estimulados com o0s
niveis de estrogénio, visto que, exerce seus efeitos na divisdo das células epiteliais
humanas que expressam o receptor deste horménio (114). Os subtipos moleculares
incluem: cancer de mama Luminal A, Luminal B, enriquecido com receptor 2 do
crescimento epidérmico humano (HER2, do inglés: human epidermal growth factor
receptor 2) e cancer tipo basal ou triplo negativo (117).

Para o rastreio do CM, é feita uma triagem populacional usando bidpsia de
tecidos e exames de imagem, principalmente mamografia, como uma estratégia de
prevencdo para deteccdo da doenca em um estagio inicial e permitir um tratamento
eficaz (119).

O tratamento para CM abrange a quimioterapia neoadjuvante, administrada
antes da cirurgia, para aqueles pacientes de estagio intermediario (receptor hormonal
positivo-RH", HER2" e avangado (103). Por outro lado, caso o resultado cir(irgico ou os
biomarcadores progndsticos (como por exemplo: ER, HR™ e HER?2) indicarem risco de
recorréncia do tumor, é administrada a quimioterapia adjuvante logo apds a cirurgia
(120). Na clinica atual, o tratamento quimioterapico para CM inclui a administracdo
simultdnea da combinacdo de 2 ou 3 medicamentos, nomeadamente: ciclofosfamida,
cisplatina, carboplatina, 5-fluorouracil/capecitabina, pertuzumab, os taxanos (docetaxel
e paclitaxel) e antraciclinas (doxorrubicina e epirrubicina) (121). No entanto, a escolha
do medicamento adequado deve ser tomada em consideracdo devido aos diferentes
subtipos moleculares de CM que podem responder de formas diferentes a quimioterapia
pré- e pos-cirurgia (122).



Assim, ao entendimento das diferencas entre os subtipos moleculares
envolvendo diferentes modelos de linhagens celulares, se torna cada vez mais urgente
no tratamento do cancer de mama, devido ao fato de que as células do cancer de mama
podem subsequentemente sobreviver e ganhar resisténcia ap0s quimioterapia
inicialmente eficaz (123). A seguir descreveremos as caracteristicas da linhagem celular

MCEF-7, positiva para receptor de estrogénio e progesterona.

1.3.3. Linhagem celular MCF-7

A linhagem celular MCF-7 (do inglés: Michigan Cancer Foundation-7) (Figura
13) é derivada de um derrame pleural de uma paciente com cancer de mama
metastatico, cuja doenca responde a terapia hormonal. A paciente de 69 anos havia sido
submetida a uma mastectomia da mama direita para um tumor benigno e a uma
mastectomia radical da mama esquerda para um adenocarcinoma maligno, 7 e 3 anos,
respectivamente, antes do inicio da cultura primaria de células (124).

As células MCF-7 possuem quantidades substanciais positivas para receptor de
estrogénio (ER) e receptor de progesterona (PR"), mas fator de crescimento epidérmico
humano receptor 2 negativo (HER2") (125). O receptor de estrogénio (ER) desempenha
um papel determinante e essencial na proliferacdo e diferenciacdo do tecido mamario
normal e esta ligado ao desenvolvimento do cancer de mama, promovendo assim uma
rapida propagacao (126).

Um estudo realizado por Li e colaboradores, sobre as caracteristicas clinicas e a
sobrevida de pacientes com cancer de mama com receptor hormonal Gnico positivo
demonstrou que aproximadamente 80% dos carcinomas de mama invasivos S&o
caracterizados por apresentarem expressdao de ER aumentada (127). Entretanto, o PR é
altamente expresso em pacientes com ER™, portanto, uma maior expressio de PR esta
positivamente associada a sobrevida global, em caso de recorréncia ou falha do
tratamento, enquanto niveis baixos de PR geralmente estdo relacionados a um estado
mais agressivos da doenca, bem como uma recorréncia e prognostico mais precario
(128).

Quanto as caracteristicas morfologicas (Figura 13), sdo células epiteliais e
aderentes a superficie de cultivo com formato pavimentoso ou poligonal; tem um
crescimento moderado em monocamada (2D) formando agrupamentos celulares
coesivos. Quando cultivadas in vitro, podem formar acumulos de domo (elevacdo da

célula) em condicGes de alta confluéncia, sugerindo uma funcdo secretora ativa (125).



Apresentam um citoplasma abundante e levemente granular, um nucleo grande e
redondo, com nucléolo evidente, consideradas caracteristicas comuns em células
tumorais. E um sistema modelo proeminente usado em condicdes padrdo de laboratorio
para estudar o cancer de mama e o mecanismo pelo qual as drogas anticancerigenas

atual, além da suscetibilidade das células a apoptose (129).

Figura 13. Morfologia da linhagem celular de mama MCF-7 observada por microscopia
Optica. Imagens capturadas com objetivas de 10x (A) e 20x (B) (500 um), utilizando o
sistema EVOS. Barra de escala: 500 um. As imagens evidenciam as caracteristicas

morfoldgicas tipicas da linhagem.

Os canceres de mama metastaticos sdo geralmente mais dificeis de tratar, pois
sdo multirresistentes ou tem pouca ou nenhuma expressao de receptores de estrogénio,
receptor de progesterona e falta de superexpressdo de fator de crescimento epidérmico
humano, os quais constituem os principais alvos de droga contra o cancer de mama,
aléem de serem usados como diagnéstico para identificar os diversos tipos e
estadiamentos da doenca (130).

Quando os canceres de mama ndo possuem todos esses trés receptores, eles sdo
conhecidos como cancer de mama triplo negativo. Atualmente, existem poucos
tratamentos eficazes para canceres de mama metastaticos e, apesar do tratamento, as
células do cancer de mama geralmente continuam a proliferar e a ganhar resisténcia a
maioria das quimioterapias disponiveis, que se tornam ineficazes (131). Assim, a

pesquisa de novas terapias de cancer de mama metastatico é imperativa.



1.4.  Tratamento do cancer: Quimioterapia

Os quimioterépicos, também conhecidos como drogas citotdxicas, tém sido
usados na terapia antitumoral deste a década de 1940 (85). Estes podem ser
administrados de diversas formas, nomeadamente: a via oral, subcutanea, intravenosa,
intramuscular ou intratecal, podendo ser metabolizada e excretada pelo figado e rins,
respectivamente (132).

Tanto os quimioterdpicos tradicionais assim como convencionais atuam na
inibicdo da proliferacdo e funcdo das células neoplasicas, interferindo na sintese de
DNA, RNA (&cido ribonucleico) ou proteinas, inibindo a replicacdo ou induzindo a
morte celular (132). Na é&rea clinica, mais de 100 quimioterapicos sdo utilizados
atualmente, tornando-os um grupo de medicamentos heterogéneos tanto na composigéo
quimica quanto na sua formulacao, capazes de abrandar ou inibir 0s processos vitais de
uma célula tumoral e seletividade consideravel as células normais (133). Entre os
quimioterapicos anticancer clinicamente aprovados, os agentes de platina, ainda sdo
considerados 0s mais proeminentes para o tratamento de diferentes tipos de cancer
(112).

Os quimioterapicos podem ser classificados de acordo com estrutura quimica,
funcdo celular e 0 mecanismo de acdo, além da sua eficacia em diferentes tipos de
cancer (85). Quanto a funcdo celular, eles podem apresentar uma especificidade em
relacdo ao ciclo celular em que atuam em uma determinada fase da divisdo celular. A
Tabela 2, mostra a classificacdo dos principais quimioterapicos usados no tratamento
de diversos tipos de cancer.

Embora esses agentes antineoplasicos sejam amplamente utilizados na pratica
clinica, a descoberta do efeito inibitério da platina sobre o crescimento de células
tumorais representou um avanco significativo no desenvolvimento de quimioterdpicos
para diversos tipos de cancer, especialmente os de mama e colorretal (134). Entre esses
compostos, a cisplatina e seus derivados de segunda geragéo (carboplatina) e de terceira
geracdo (oxaliplatina) sdo utilizados mundialmente em aplicacdes clinicas e varios
outros analogos da platina (lobaplatina, nedaplatina e heptaplatina) sdo aprovados em
varios paises ainda sdo os agentes antitumorais mais eficazes usados na clinica para

aplicacOes terapéuticas (135) (Figura 14).



Tabela 2. Classificacdo dos quimioterapicos quanto a estrutura quimica, exemplos e

mecanismo de acao.

Classe do quimioterapico

Agentes alquilantes (R-
CH2+)

Agentes antimetabdlitos

Antibibticos antitumorais

Inibidores de mitose

Inibidores da

Topoisomerase-11

Exemplo
Cisplatina, etilenodiamina,
carboplatina

Analogos da purina e
analogos da pirimidina (5-
fluorouracil, citosina-
arabinosideo).
Antraciclinas
(doxorrubicina,
daunoblastina,

epirrubicina, idarrubicina)

Taxanos e alcaldides da

vinca

Irinotecano e etoposideo

Fonte: Elaborada pela autora (2025).

Mecanismo de accao
Inibem a replicacdo e
transcricdo do DNA de
proteinas

Inibem a multiplicacéo e
processos celulares de

células cancerigenas

Afetam mais de uma via
celular nas células
cancerigena através da
inducdo de apoptose,
inibicdo da topoisomerase-
Il e geragéo de radicais
livres

Afetam diretamente as
estruturas de divisdo
celular, impedindo a
multiplicagdo das células
cancerigenas

Interferem na atividade
enzimatica das
topoisomerases, impedindo
0 desenrolamento do DNA

durante a replicacéo celular

Apesar do uso destes agentes antineoplasicos na pratica clinica atual, a
descoberta do efeito inibitério da platina no crescimento de células tumorais também
teve um avanco marcante no que concerne ao estudo e aplicagdo de medicamentos
quimioterapicos para o tratamento de diferentes tipos de cancer, principalmente no de

mama e colorretal (134). Entre esses compostos, a cisplatina e seus derivados de



segunda geracdo (carboplatina) e de terceira geracdo (oxaliplatina) sdo utilizados
mundialmente em aplicacdes clinicas e varios outros andlogos da platina (lobaplatina,
nedaplatina e heptaplatina) sdo aprovados em varios paises. Adicionalmente, sdo 0s
agentes antitumorais mais eficazes usados na clinica para aplicagdes terapéuticas (135)
(Figura 14).

NH e
HoN_ NHg N/ ‘M:_i:f’
Pt/ Pt
c” “al o 2/ 0%,
Cisplatina Oxaliplatina
1 3
NH; 0
HsN O
P-t
/N
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2 4

Figura 14. Estrutura quimica dos farmacos de platina aprovados para uso clinico.
Fonte: Adaptado de Qi et al.,(2023).

O uso clinico de medicamentos a base de platina ndo € seletivo para as células
cancerigenas, porque as células normais também sdo afetadas, além de apresentarem
diminuicdo da imunidade, hemorragia, distlrbios gastrointestinais, resisténcia sistémica
das células cancerigenas, baixa seletividade e a toxicidade as células normais,
relacionada com a dose, continuam sendo as duas limitagbes/desafios mais
significativas na quimioterapia do cancer (136). Estes dois Ultimos fendbmenos ocorrem
quando as células se tornam tolerantes aos tratamentos farmacéuticos. A cisplatina €
considerada uma toxina para as células, pois quando é hidrolisada, liga-se a0 DNA
levando a toxicidade celular. A cisplatina acumula-se principalmente nos rins, mais do
que em outro tecido ou 6rgdo, causando sérios problemas, o que explica a sua alta
susceptibilidade e toxicidade para os rins (137). Mas, o principio de acdo da cisplatina
direcionado ao DNA, também condicionou o desenvolvimento de medicamentos
anticancerigenos a base de cobre (138).

Considerando esses efeitos tdxicos causados pelos medicamentos

quimioterapicos a base de platina, novas abordagens como a coordenagdo de compostos



quimicos com outros ions metalicos e outras ferramentas tecnoldgicas, como software
avancado e plataformas robdticas tém sido usadas para acelerar o diagnostico e o
tratamento, promovendo a sobrevida livre de doenca dos pacientes posteriormente. Na
secdo subsequente, revisamos compreensivamente o progresso recente feito sobre a
importancia do Cobre na biologia do céncer e o desenvolvimento da coordenacédo
favoravel de compostos quimicos com centro de Cu(ll), que envolve inUmeras
propriedades quimicas, fisicas, bioldgicas e funcionais para emergir no tratamento do

cancer (22).

1.5. Cobre e sua importancia na biologia

O cobre (Cu) é o um microelemento essencial da vida, incluindo bactérias,
fungos, plantas e animais (139,140). Em humanos, o cobre é o terceiro oligoelemento
metalico e cofator mais abundante e indispensavel no organismo e para o corpo, depois
do zinco (Zn) e do ferro (Fe), sendo um componente estrutural de diversas proteinas
enzimaticas que participam da coagulacdo do sangue, formacdo de proteinas, na
maturacao hormonal e imune e no processo de producédo de energia celular (141).

Diferente da maioria dos metais fisiologicamente importantes, o cobre aceita e
doa elétrons com facilidade e circula entre independentemente do estado de oxidacao
(142). Apesar do ferro ser o metal redox ativo mais abundante do que o cobre, este
participa na ativacdo do oxigénio para torna-lo bioguimicamente disponivel para
desintoxicar radicais e para estabilizar substratos dentro de seus locais de ligacdo (143).
Embora a homeostase do Cu e do Fe seja interligada nas células de mamiferos, esses
metais ndo sdo intercambidveis, pois apresentam locais de acdo distintos, diferentes
estados de oxidacdo e ambientes especificos de coordenacédo (144).

Os processos de metabolismo do Cu envolvem a absorcgéo intestinal, o transporte
sistémico pelo corpo e a utilizagdo pelas celulas e, no final, a sua excre¢do. O cobre é
ingerido de diversas formas, absorvido pelo intestino delgado e distribuido para as
proteinas e moléculas que o requerem. No entanto, a sua absor¢cdo no corpo humano
(0,6 a 1,6 mg/dia) depende da forma quimica e da presenca de outros componentes da
dieta saudavel (145).

Conforme o regulamento do Conselho de Alimentacdo e Nutricdo (do inglés:
Food and Nutrition Board) do Instituto de Medicina, o excesso da ingestdo do cobre,
hipercuprose, as necessidades diarias pode ser citotoxico (146), causando danos na

funcéo de enzimas antioxidantes, modificacdo das reacdes que resultam na producao de



espécies reativas de oxigénio (ERO) responsaveis pela peroxidacdo lipidica em
membranas, oxidacdo e clivagem direta de proteinas e moléculas de DNA e RNA,
ativagdo dos genes sensiveis a oxirreducdo, além da elevacdo da sua toxicidade
deslocando outros cofatores metélicos e seus ligantes naturais (139).

Por outro lado, quando o cobre é deficiente, a hipocuprose, a absorcdo e o
transporte do cobre sdo prejudicados, resultando em uma distribuicdo anormal e
limitada do cobre no interior de cada célula, que pode influenciar no crescimento,
desenvolvimento e cognicdo do individuo, além de apresentar polineuropatia grave, por
exemplo, em pacientes que realizaram uma cirurgia bariatrica ou outras condicdes que
levam a deficiéncia deste oligoelemento (147).

Grande parte da maquinaria celular de aquisicdo e transporte de Cu em
mamiferos é semelhante as leveduras, as quais utilizam os membros transportadores da
familia da taxa de clique (Ctr, do inglés: Click Through Rate). O Ctr € um transportador
integral de cobre extracelular na membrana plasmatica. Varios estudos apontam que
dentre as classificagdes, o Ctrl é o principal transportador responsavel pela absor¢édo de
Cu na dieta para o epitélio intestinal dos mamiferos (148). Desta forma, o cobre
atravessa as membranas celulares, e é traficado de maneira intercelular por suas
proteinas chaperonas de cobre, Atox 1 (Atxl do inglés: Antioxidant 1 copper
chaperone) e Ccs (do inglés: Copper Chaperone for Superoxide Dismutase), e
posteriormente transportado para fora das células e incorporado em proteinas
dependentes de cobre (147).

De ponto de vista quimico, o cobre esta presente na série de transicdo da
primeira linha e é 0 29° elemento da primeira tabela periddica de Mendeleev (141). O
Cu esta entre os cations metélicos mais examinados na biologia devido ao seu papel
significativo em doengas cronicas e multifatoriais e na promoc¢éo de estruturas quimicas
disponiveis para diversas macromoléculas (139) .

A atividade redox do cobre permite-o participar de diversas reacdes quimicas
podendo aceitar ou doar elétrons. As propriedades redox Unicas do cobre estdo
intimamente relacionadas a sua existéncia em forma reduzida, Cu(l), ou estado oxidado
Cu(ll), que impulsionam o seu papel na estrutura e no processo de catalise, além de o
tornarem benéfico mas também prejudicial para as células (149). Quimicamente, 0
Cu(l), em sua forma reduzida, apresenta maior afinidade por grupos tiol e tioéster,
podendo ser encontrados em cisteina e metionina, enquanto o Cu(ll), em sua forma

oxidada, exibe coordenacéo preferencial com grupos de oxigénio e nitrogénio imidazol



(como por exemplo as bases de Schiff, &cido glutamico, ou histidina) interage com
estruturas de proteinas regulando reacfes bioguimicas e exibindo efeitos toxicos em
altas concentracdes (150).

A conversdo ionica entre Cu(l) e Cu(ll) fornece uma reagdo redox muito rica e
potente, atuando como centro reativo para muitas reacGes cataliticas enzimaticas criticas
para a vida (30). Considerado um metal enddgeno, o cobre e 0s seus complexos sao
menos toxicos do que os metais ndo endégenos como a platina. Devido ao ciclo redox,
os complexos de Cu(l) sdo mais instaveis e menos estudados como antineoplésicos, e
por outro lado, os complexos de cobre(ll) tem um grande potencial anticancerigeno,
além de interagir com uma ampla gama de biomoléculas (DNA e proteinas) como
resultado de sua capacidade de coordenar ligantes com diferentes conformacdes (151).

O cobre estd fortemente associado a varias vias de sinalizacdo atuando como
cofator de enzimas redox, comportamentos biolégicos e maturacdo tumoral, tanto in
vitro como in vivo, devido ao acimulo aberrante de Cu para a transformacdo maligna.
As células tumorais requerem niveis mais elevados de Cu em comparacdo as células
normais para atender as suas necessidades celulares incluindo as demandas de energia
(152). Um dos papeis mais bem estabelecidos do Cu na oncologia € a sua participacdo
na formacdo de novos vasos sanguineos, a angiogénese, pois tumores ricos em cobre
tendem a apresentar maior vascularizagdo e, portanto, maior agressividade (153).

Dois temas unificadores em varios estudos recentes é o conceito de cuproplasia e
proptose, respectivamente, definido como proliferacio e morte celular regulada
dependente de Cu (152,154). Este fato pode ser direcionado farmacologicamente através
da sinalizacdo do Cu por quelantes seletivos de cobre ou ativada com iono6foros
metalicos que elevam os niveis de cobre no interior das células mediando a morte
celular por meio da citotoxicidade induzida pelo metabolismo energético,
especificamente, dependente da via mitocondrial e pelo acimulo de ERO, ou ainda
atraves da manipulagédo genética ou farmacologica de proteinas e enzimas envolvidas na
homeostase do Cu (155).

Tomando como base o envolvimento do Cu na inibi¢do da progressao do cancer,
direcionar a concentracdo do cobre pode apresentar uma abordagem terapéutica
promissora através da inibi¢cdo do acimulo de cobre e a promocao de morte celular por
cobre usando ionoforos ou quelantes de cobre para o tratamento de diversos tipos de

cancer, incluindo, o cancer de mama (156) e cancer colorretal (157).



1.6. Bases de Schiff e Complexos de Cobre (I1) na terapia anticancer

1.6.1. Estrutura e propriedades

As moléculas heterociclicas desempenham um papel muito importante na
quimica organica de coordenacdo devido as suas extensas aplicagbes nas areas
farmacéuticas, bioldgicas, veterinarias e agroquimicas (158). Nesse contexto, as bases
de Schiff sdo enquadradas, pois assumiram uma posicdo de lideranca na quimica
medicinal, além de serem usadas como farmacoforo no campo de sintese de
medicamentos (159).

As bases de Schiff sdo uma classe de compostos orgénicos descobertas pelo
quimico alemdo Hugo Schiff em 1864, definidos como azometina ou imina (-C=N-)
(160). Estruturalmente, sdo andlogos de nitrogénio e cetonas, caracterizadas pela
presenca de uma dupla ligacdo entre um atomo de carbono e um atomo de nitrogénio
(161), atuam como ligantes eficazes na coordenacdo de centros metélicos (Figura 15)
(162).

As bases de Schiff sdo formadas pela reacdo de condensacdo de aldeidos ou
cetonas com aminas primarias R”NH, com um composto carboxilico, RR'C=0,
podendo ser aldeido ou cetona (163). O grupo azometina ou imina tem sido identificado
como um farmacoforo versatil para o design de compostos com sitios bioativos
principais, presente em varias substancias naturais, de origem natural e ndo natural
(164).

R3
N/
I
R1’C\R2

Figura 15. Estrutura quimica de bases de Schiff. Onde, C=N representa a dupla ligacéo

e 0 R representa a cadeia organica. Fonte: Adaptado pela autora.

Esta classe de compostos organicos apresenta indmeras propriedades e
aplicacGes em diversas areas. Na area industrial, as bases de Schiff sdo usados como

pigmentos, inibidores de corrosdo, materiais termoestaveis, catalisadores em diversas



reacOes de polimerizacdo, reducdo de cloreto de tionila ou cetona e oxidacdo de
compostos organicos intermediarios em sintese organica e como estabilizacdo de
polimeros (162).

Na sintese organica, as reaces de Bases de Schiff sdo Uteis na formacgdo de
ligacGes estaveis carbono-nitrogénio. Geralmente, as bases de Schiff apresentam varios
tipos de classificacOes, podendo ser ligantes bi, tridentados ou multidentados, a partir de
aldeidos e aminas primarias, capazes de formar complexos estaveis (165) .

Na quimica de coordenagdo, um dos requisitos para quimioterdpicos mais
seguros, mais ativos e mais seletivos é a busca de coordenacBes quimicas compativeis.
Neste quesito, as bases de Schiff sdo compostos organicos quelantes ideais e vitais,
devido a sua estrutura flexivel e estéreo eletrénica (40), interatividade, a variabilidade
do estado de oxidacdo, reatividade e afinidade com maioria dos ions metélicos de
transicdo e ndo radioativos (166).

Na quimica medicinal, apresentam uma ampla gama de aplicacOes
importantissimas, incluindo:  anticancerigeno  (167), anti-inflamatério  (168),
antimicrobiano (169), antioxidante (170), antiviral (171), imitadora e inhibidora de
ocitocina, bem como sua proximidade com proteinas naturais (172). Nasir e
colaboradores sintetizaram e caracterizaram um novo composto base de Schiff. Os seus
experimentos in vitro revelaram atividade antitumoral para linhagens de céncer
colorretal e demonstraram que o composto exibiu um grau significativo de acéo
inibitéria e clivagem da dupla fita de DNA das células tumorais (173). A atividade
anticancerigena das bases de Schiff também foi inferida em um estudo in vitro realizado
por um grupo de pesquisadores que demonstrou que estes compostos apresentaram agéo
citotoxica proeminente em linhagens celulares de pele humano e céncer de mama
humano (MCF-7) quando comparado a atividade da cisplatina (174).

Ademais, 0 que torna 0s compostos inorganicos coordenados com bases de
Schiff particularmente interessantes para o organismo, séo as propriedades que podem
ser modificadas para melhorar o efeito terapéutico, especialmente a biodisponibilidade e

a biodistribuicéo sistémica (175).



1.7.  Complexos bimetalicos de Cu(ll) derivados de bases de Schiff na terapia

anticancer

A coordenacdo de ions Cu(ll) com as bases de Schiff ocorre através do processo
de quelacdo, caracterizado pela interacdo quimica formada por ligagGes covalentes, na
qual os ligantes doam pares de elétrons a metais de transicdo, formando ligacdes
coordenadas estaveis com ions metalicos (176). Nos complexos metélicos, as bases de
Schiff funcionam como ligantes (amina, aminas, fésforos) contendo doadores de dois
elétrons que ndo sofrem mudangas eletrénicas em suas camadas de valéncia (163).

A interacdo desses ligantes doadores e ions metalicos d& origem a complexos de
diferentes geometrias e o levantamento da literatura revela que esses complexos sdo
compostos biologicamente ativos. A presenca de um par isolado de elétrons dos atomos
de nitrogénio hibridizado no grupo azometina é critico para suas atividades quimicas e
bioldgicas que os tornam candidatos viaveis para as propriedades anticancerigenas das
bases de Schiff e seus complexos metéalicos, ajustando a atividade antiproliferativa de
células cancerigenas (177).

Outrossim, os complexos de Cu(ll) contendo base de bases de Schiff estdo entre
0s complexos mais investigados na quimica medicinal e farmacéutica como modelo e
direcionamento de drogas citotoxicas (178), por serem endogenamente biocompativeis e
mais potentes que a cisplatina e seus analogos, pois, tém o potencial de contornar os
desafios e limitagdes anteriormente descritos (138), exibindo diferentes modos
especificos de acdo, efeitos indesejaveis reduzidos e a capacidade de superar oS
mecanismos de resisténcia aos medicamentos, além da decorréncia de maior
mortalidade e hospitalizagdes de pacientes portadores de cancer (179).

Assim como as bases de Schiff, os complexos de Cu(Il) contendo essa clase de
ligantes, tambem tém recebido atencdo devido as suas potenciais aplicaces
biomédicas, incluindo atividades citotoxicas e antitumorais, antibacterianas,
antioxidantes e anti-inflamatorio, antiviral, anti inflamatdrias e antifingicas (178-183).

O potencial de inibicdo dos complexos de Cu(ll) & muito maior em relacéo aos
seus ligantes devido a quelagdo ou iondforos de cobre, e 0 compartilhamento de carga
positiva entre metais e ligantes, aumentando a natureza lipofilica do complexo.
Portanto, estes fatores aumentam a penetracdo dos complexos metalicos através da
membrana lipidica da parede celular por difusdo simples, rompendo-as, bloqueando os

sitios de ligacdo de metais da enzima e interrompendo o crescimento das células (174).



Uma infinidade de relatérios descreveram que diversas atividades
anticancerigenas dos complexos de cobre(ll) derivados de base de Schiff foram
investigadas usando uma variedade de linhagens celulares tumorais humanas, incluindo
celulas de carcinoma hepatico humano (Hep-G2) (60,61), mama humana MCF-7
(21,62) e cancer de mama triplo negativo (27), linhagem celulares de cancer de ovario
SKOV-3 (9), célula de cancer de prostata PC3 (9,49,63), células de cancer cervical
HeLa (9,49), linhagem celular de cancer de célon e reto humano HCT-116 (64), SW620
(37) e SW480 (173).

Embora os estudos pré-clinicos acima mencionados tenham demonstrado efeitos
antitumorais com evidéncias cientificas, varios desafios permanecem em traducédo
clinica (177). Além disso, complexos de Cu(ll) derivados de base de Schiff constituem
uma fonte importante de novos agentes que podem exercer suas fungdes bioldgicas por
meio de varios mecanismos, como fragmentacdo do DNA (quebra simples e dupla de
DNA), apoptose celular, inibicdo da polimerizacdo de tubulina, parada induzida do ciclo
celular, estresse oxidativo e interrupcdo da migracdo celular (184). No préximo capitulo

abordaremos os principais mecanismos de acdo antitumoral destes complexos.

1.8.  Mecanismo de acdo antitumoral de bases de Schiff e seus respectivos

complexos de Cu(ll)

Na biologia do céncer, o cobre esta dentre os elementos mais usados como
agente antitumoral ao inibir a progressao do cancer por meio de varias vias (36). No
entanto, o entendimento do mecanismo de acdo dos complexos de Cu(ll) ainda é
extremamente questionavel, principalmente quando se trata de complexos bimetalicos
de Cu(ll).

Os quimioterapicos podem afetar a estrutura quimica do DNA, inibir a sintese de
acido nucleico, atuar na transcri¢cdo e replicagdo de DNA e interferir na sintese de
tubulina mitotica (23). Neste angulo, os complexos de cobre(ll) ja foram estudados
como grupos com a capacidade de interferir no ciclo celular de células tumorais e
induzir a clivagem do DNA mediada por metal para a producdo de espécies reativas de
oxigénio e morte celular.

Compreender os mecanismos de acdo antitumoral exercidos pelos complexos de

Cu(Il) derivados de bases de Schiff permite a elucidacéo de suas interacdes moleculares



com alvos celulares especificos, como 0 DNA e proteinas reguladoras da apoptose, além
de contribuir para o desenvolvimento racional de novos agentes quimioterapicos com

maior seletividade e eficécia.

1.8.1. Interagdo com o DNA

O DNA é considerado um dos principais, sendo o principal, alvo farmacoldgico
atualmente usado na oncologia. Portanto, para que um composto seja considerado
candidato a agente terapéutico, ele deve atingir os componentes e a vizinhanca da dupla
hélice e interagir com a molécula do acido nucleico (185). Dado a sua rica estrutura e
facil interacdo com uma variedade de ions metélicos, os complexos de Cu(ll) tém
grande capacidade de modificar a estrutura do ligante complexado, conferindo uma
melhor afinidade, estabilidade e especificidade com o DNA (186).

Os complexos de Cu(ll) interagem com o DNA através de interacdo/ ligacdo
covalente (direta), geralmente irreversivel, do complexo com as bases nitrogenadas; ou
a partir da interacdo nao covalente, reversivel, que se da através da intercalagcdo entre
pares de bases do DNA com ligacdo ao sulco maior ou menor do DNA e interacOes
eletrostéticas que ocorre com o grupo fosfato do DNA (187). Estas interacfes ocorrem
facilmente, pois os ions metalicos que sdo carregados positivamente, em solucdo
aquosa, ligam-se a moléculas carregadas negativamente, permitindo que proteinas e
acidos nucleicos (DNA e RNA) sejam excelentes alvos (186).

Por esta razdo, a escolha de ligantes organicos menos labeis e planares com
sistemas ricos em elétrons, como as bases de Schiff, é bastante importante. Os ligantes
podem influenciar na seletividade das interacdes entre 0 composto inorganico e 0 DNA,
especialmente, se forem de grande volume e capazes de estabelecer ligacdes de
hidrogénio, permitindo uma intercalagdo complexo-DNA. Neste caso, os complexos de
Cu(ll) com bases de Schiff (intercalador) interagem causando danos diretos no DNA,
como: quebras de fita simples ou dupla, pontes de intracadeias e intercadeias
(crosslinks), adutos DNA-metal (ligagdes covalentes com bases nitrogenadas, como
guanina), inibicdo da replicacdo e transcricdo, mutagénese, inducdo da morte celular e
ativacdo do reparo do DNA (188). Este efeito também pode ser observado e avaliado
em experimentos in vitro usando diferentes modelos de linhagens celulares, resultando
em respostas com efeitos citotoxicos (viabilidade celular), genotoxicos (danos ao DNA),

producdo de ERO (estresse oxidativo) e ativagdo da morte celular por apoptose (189).



A resposta ao dano no DNA influencia tanto a eficacia quanto a toxicidade da
terapia genotdxica, sendo determinada ndo apenas pelos mecanismos de reparo, mas
também por outras funcdes celulares que contribuem para a restauracdo das lesfes. Os
sistemas de reparo do dano ao DNA (DDR, do inglés: Damage DNA Repair), incluem:
Reparo por excisdo de bases (BER, do inglés: Base Excision Repair), reparo por excisdo
de nucleotideos (NER, do inglés: Nucleotide Excision Repair), reparo de erros de
pareamento (MMR, do inglés: Mismatch Repair), reparo de quebras de fita dupla
(DSB, do inglés: Double Strand Break Repair), recombinacdo homologa (HR, do
inglés: Homologous Recombination) e reparo por juncdo de extremidades néo-
homologas (NHEJ, do inglés: Non-Homologous End Joining) (190).

Quando o sistema de reparo ndo é ativado de imediato, existem chances de
desencadear resisténcia ao tratamento e recorréncia do tumor, principalmente os
metastaticos. Pacientes com DDR prejudicada sdo mais sensiveis a agentes genotdxicos
(como os quimioterapicos) porque as células tumorais tém dificuldades de reparar os
danos, enquanto pacientes com DDR de linha germinativa defeituosa, ou seja herdado,
tem a toxicidade aumentada do tecido normal da terapia genotdxica, porque ndo s as
células tumorais, mas também as células normais do corpo ndo conseguem efetivar a
reparacdo do DNA de forma impecavel, o que causa mais efeitos colaterais (191). Os
mecanismos de sistema de reparo s6 entram em acdo em momentos especificos ou ndo
do ciclo celular, para que ndo ocorra a replicagdio do DNA danificado e gere uma
mutacdo (192). Entretanto, o entendimento da biologia da DDR através de Vvarios
ensaios genotdxicos proporciona a oportunidade de desenvolver novos medicamentos
que podem ser usados para ultrapassar os efeitos genotdxicos em células normais e

aumentar a eficacia das terapias genotdxicas.

1.8.2. Inibicéo de enzimas-chave

Os complexos de Cu(Il) derivados de bases de Schiff também podem atuar como
inibidores de enzimas celulares denominadas topoisomerases ou metaloproteinases. As
topoisomerases (TOPO) séo enzimas essenciais para a manutengdo da estrutura da
cromatina e no relaxamento do estresse gerado pela torcdo do DNA durante a
transcricao, replicacdo e divisao celular (193).

A atividade do TOPO aumenta especialmente em células cancerigenas que se
dividem rapidamente. Eles estdo envolvidos em muitos processos bioldgicos celulares

importantes, incluindo replicagdo, transcricdo, recombinacdo e condensacao



cromossdmica do DNA (194). Essas enzimas se ligam covalentemente a grupos de
fosforo do DNA, fazendo com que as fitas de DNA se dividam e finalmente se
recombinam. Dependendo do numero de fitas de DNA cortadas, o TOPO pode ser
classificado nos tipos | e Il (195). Recentemente, a topoisomerase 1 (Top 1) e a
topoisomerase (Top 2) tém sido utilizadas como alvos principais na quimioterapia de
muitos tipos de cancer, uma vez que podem criar cortes transitorios de DNA Unico e
produzir quebras transitérias de DNA de fita dupla, respectivamente, além de induzir a
morte celular através da catastrofe mitética, inducao da apoptose e indugdo de mutagdes
(150).

Na terapia do cancer, muitos quimioterapicos com potencial anticancer atuam
como inibidores do veneno TOPO, incluindo etoposideo, doxorrubicina e
mitoxantrona, que prendem complexos covalentes de TOPOs humanos. Ao interagir
com essas enzimas, 0s complexos de Cu(ll) podem inibir a religacdo do DNA apos o
corte enzimatico, levando a formacdo de quebras de fita dupla e, consequentemente, a
ativacdo de vias apoptéticas (194). Essa inibigdo seletiva das topoisomerases representa
um dos mecanismos pelos quais os complexos metalicos exercem sua atividade
antitumoral, sendo uma estratégia promissora para o desenvolvimento de agentes

quimioterapicos mais eficazes (191).

1.8.3. Inducéo de espécies reativas de oxigénio (ERO)

Embora o mecanismo pelo qual os complexos de Cu(ll) derivados base de Schiff
exercem a sua atividade anticancerigena difere de vérias questfes, acredita-se que eles
se liguem diretamente a diferentes moléculas alvo no interior da célula, por meio da
participacdo e sinalizacdo das proteinas reguladoras. Ainda, uma vez que o cobre
apresenta a facilidade de alterar o seu estado de oxidacdo, de Cu(l) e Cu(ll) (196),
participam na quimica redox, que produz radicais livres danificando irreversivelmente o
DNA e RNA, as proteinas e outras macromoléculas bioldgicas das células cancerigenas
por meio de reacdes de oxidagéo (197).

A ativacdo de vias de estresse oxidativas também é considerada um mecanismo
de acdo dos complexos de cobre, devido a perturbacdo da bio-homeostase e proliferagdo
das células cancerigenas, com base nos mecanismos semelhantes a Fenton (198). As
ERO, produzidas nas mitocondrias, reticulo endoplasmatico ou peroxissomos, Sao
moléculas nocivas derivadas de oxigénio e produzidas naturalmente pelo organismo

durante a reacdo de oxidagdo e processos celulares. As ERO incluem: ion superdxido



(O2¢"), peroxido de hidrogénio (H,0,), radical hidroxila (*OH) e oxigénio singlete (*O2)
(199).

O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre as ERO e o0s
agentes antioxidantes, contribuindo para ativacdo de diversas vias de sinalizagdo que
convergem com a patogénese do cancer. O estresse oxidativo pode ser causado sob
influéncia de varios fatores, como: ambiente, radiacdo ultravioleta, reperfusdo,
quimioterapicos e inflamacédo, ocasionando danos as proteinas, lipideos e DNA. Desta
forma, um equilibrio entre a abundancia de ERO nas células tumorais e sistemas
antioxidantes é crucial para evitar o estresse oxidativo (200).

Neste contexto, o cobre € um elemento essencial com eficacia terapéutica, capaz
de aliviar o DNA, eliminar radicais livres, induzir a apoptose e regular a funcéo
mitocondrial. O excesso de cobre na célula gera um grande acimulo de ERO em um
curto ou longo tempo para, posteriormente, produzir citotoxicidade e desencadear a
apoptose celular (201).

Além disso, a presenca do cobre pode levar a conversdao do peroxido de
hidrogénio em radicais hidroxila, os quais séo considerados mais ativos e destruidores
de organelas celulares, como membrana celular e mitocdndrias. No entanto, em
comparacdo com as células normais, a producdo de ERO nas células é maior, pois
mantém um sistema antioxidante melhorado (202). Por outro lado, as EROs também
provocam morte celular programada em células normais, o que ja torna a compreensao
deste mecanismo interessante para estudar.

Um estudo sobre estresse oxidativo no metabolismo de células cancerigenas
indicou que altos niveis de proteinas como glutationa peroxidase (GPX), glutationa
redutase (GR), superdxido dismutase (SODs), tiorredoxina e catalase (CAT), que
neutralizam espécies reativas de oxigénio (EROSs) ou regeneram antioxidantes em suas
formas reduzidas, estdo correlacionados com a agressividade tumoral e a resisténcia a
quimioterapia (201).

As enzimas SODs, GR, GPX e CAT sdo mecanismos de defesa que as células
desenvolveram para neutralizar radicais livres e minimizar os danos oxidativos. Embora
os radicais livres sejam altamente instaveis e tendam a se decompor espontaneamente,
sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos atuam de forma coordenada para inativar esses
compostos reativos. Entretanto, a producdo excessiva ou a eliminacdo insuficiente de
ERO resulta no seu acumulo celular, causando danos a lipidios (por peroxidacao

lipidica), proteinas e ao DNA, o que pode levar a lesbes celulares (ver Figura 16).



Por outro lado, o aumento da concentracdo de cobre (Cu) nas células pode
induzir a morte das células cancerigenas, tornando esse metal um elemento chave para o

desenvolvimento de potenciais agentes anticancerigenos.
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Figura 16. Geracdo, eliminagdo e papel das espécies reativas de oxigénio (ERO) nas
lesbes celulares. Fonte: Livro de Patologia Béasica — Robbins & Cotran (122 Edicéao)
(2023).

1.8.4. Inducéo de apoptose pela via intrinseca

Outro mecanismo discutido em varios estudos é a ativacdo da morte celular.
Tanto o excesso quanto a falta de Cu pode causar morte celular. No entanto, geralmente,
o Cu é muito mais citotoxico em concentracdes suficientemente altas (154). Os
principais tipos de morte celular induzida por compostos anticancer a base de metais sdo
apoptose, necrose e autofagia (203). No entanto, esta revisao visa reunir o conhecimento
da apoptose, com énfase particular no modo de acéo que foi avaliado no nosso trabalho.

A apoptose € um tipo de morte celular programada geneticamente modificada e
influenciada por fatores extrinsecos (associada aos receptores de morte celular) e
intrinsecos (atividade mitocondrial) (204). O inicio da apoptose é marcado por uma
cascata de eventos a nivel do ndcleo, com a condensacdo da cromatina e fragmentacéo
do ndcleo. Em seguida, ocorre a condensacdo do citoplasma e a formacao de vesiculas
extracelulares na superficie celular. Posteriormente, formam-se 0s corpos apoptéticos,
que contém a cromatina concentrada, citoplasma e organelas celulares. Por fim, os
corpos apoptdticos sdo fagocitados por macréfagos, envolvendo a degradacdo de
componentes celulares por um grupo de cisteina denominadas de caspases, que incluem

as caspases iniciadoras (-2, -8, -9 e -10) e efetoras (-3, -6 e -7) (203). As alteracdes



fenotipicas associadas a morte celular podem variar dependendo dos estimulos e do tipo
de célula (205).

As caspases iniciadoras sdo ativadas pela via intrinseca, também conhecida
como via mitocondrial, ou pela via extrinseca formadas pelo complexo de sinalizacao
indutor de morte (DISC do inglés: death -inducing signaling complex), ativando as
proteinas adaptadoras (como FADD), que recrutam e ativam a caspase-8, iniciando uma
cascata de ativacdo de caspases efetoras (como a caspase-3), levando a morte celular
programada (206).

A via intrinseca, por sua vez, € iniciada por estimulos celulares, como por
exemplo, danos ao DNA e estresse oxidativo, ocasionando disfungdo mitocondrial,
danos a membrana celular e perda funcional da membrana mitocondrial (207,208).
Esses estimulos ativam proteinas pro-apoptoticas (Bcl-2) e anti-apoptéticas (Bax e
Bak), que aumentam a permeabilidade da membrana mitocondrial, permitindo a
liberacdo de citocromo c. Este se associa a Apaf-1 e a pro-caspase-9 para formar o
apoptossoma, ativando a caspase-9, que por sua vez ativa as caspases efetoras,
resultando em apoptose (204,207) (Figura 17).
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No contexto da terapia do cancer, para determinar se alguma célula sofre ou néo
apoptose, normalmente, € necessario que exista um equilibrio entre os reguladores
proteicos pré-apoptoticos e anti-apoptdticos, o qual é considerado um ponto critico na
sinalizac&o de morte celular (205).

A inducdo de apoptose como resultado de danos ao DNA em lesdes pre-
cancerosas pode remover células potencialmente prejudiciais, bloqueando assim o
crescimento do tumor. A desregulamentacdo desse processo de morte estd associada a
proliferacdo celular descontrolada, ao desenvolvimento e a progressdo do cancer e a
resisténcia do cancer a quimioterapia (209).

Estudos atualizados sobre o papel de complexos de Cu(ll) ou Ruténio(ll) podem
induzir apoptose intrinseca através da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO),
levando & dissipagdo do potencial de membrana mitocondrial (A¥m), liberagdo de
citocromo ¢, e consequente ativacdo da cascata das caspases (principalmente caspase-9
e caspase-3). Além disso, 0 aumento da razdo Bax/Bcl-2, o bloqueio do ciclo celular
(GO/G1 ou G2/M) através da ativacdo da proteina p53 e a fragmentacdo do DNA
(caracterizada por eletroforese de DNA) sdo frequentemente relatados apds a exposi¢do
a esses complexos (163, 166, 210, 211).

1.8.5. Ativacdo da parada do ciclo celular

Como mencionado anteriormente, a parada do ciclo celular é um exemplo
classico da consequéncia de lesbes do DNA que acontece de forma automaética,
oferecendo maior tempo possivel para que a célula entre em reparacao e, desta forma,
reduzir a letalidade ou outras consequéncias genéticas, ap0s a exposicdo a um

determinado agente genotdxico (212).

Os agentes que danificam o DNA, indutores de estresse, ativam as funcgdes de
pontos de verificacdo do ciclo existentes nas fases GO/G1, S, G2 e M, que tem sistemas
especializados para detectar estruturas especificas de DNA que indicam a ocorréncia de
algum dano ou processo de reparo de replicacdo de DNA em andamento (213).

A parada do ciclo celular induzida por DNA pode, consequentemente, levar a
morte celular por apoptose. A proteina p53, supressor do tumor, exerce funcao essencial
neste processo. O funcionamento correto da via de apoptose dependente da p53 €, na

verdade, um processo complementar do reparo de lesbes de DNA, que elimina células



gue contém erros em uma populacédo e assim a possibilidade de eventos promotores de
processos tumorais (214).

Dois estudos realizados por Zhang et al., (2022) e Xia et al., (2019)
demonstraram que complexos de Cu(ll) coordenados com bases de Schiff ocasionaram
uma parada na fase G1 de linhagens de cancer colorretal (HCT116), além de aumentar a
expressdo de p53 e de proteinas pré-apoptoticas, como Bax, enquanto reduzem a
expressdo de proteinas anti apoptoticas, como Bcl-2, por varias vias, incluindo a
producdo de ERO (215,216).

No entanto, a parada do ciclo celular ocasionada pelos complexos de Cu(ll)
também pode ser verificada durante a fase S e G2/M, interferindo na replicacdo do
DNA e o inicio da divisdo celular, respectivamente. Por exemplo, complexos de
cobre(ll) baseados em tiossemicarbazona desenvolvidos pelo grupo de pesquisa de
Mahendiran, induzem a apoptose e parada na fase S do ciclo celular com a via
mitocondrial controlada (179). Um outro exemplo, é do estudo de Fayed e
colaboradores. Estes sintetizaram e caracterizaram cinco complexos de cobre que
demonstraram atividade citotoxica e parada do ciclo celular na fase G2/M das linhagens
de cancer de mama (MCF-7), cancer de figado (HepG2), e cancer colorretal (HCT-116)
(206).

As evidéncias reunidas nesta revisao destacam o potencial das bases de Schiff e
seus complexos metalicos como plataformas promissoras no desenvolvimento de
agentes antitumorais mais eficazes e seletivos. Ao integrar suas propriedades quimicas
versateis, aliadas a capacidade de modular multiplas vias celulares envolvidas na
proliferacdo, sobrevivéncia tumoral e seus mecanismos de acéo, reforcam sua relevancia
como alternativa aos farmacos convencionais atualmente utilizados.

No entanto, a translacdo desses dados para a pratica clinica ainda depende de
estudos mais robustos, que incluem validacdo in vivo, avaliacdo toxicologica e ensaios
clinicos controlados. Investimentos nessa linha de pesquisa podem n&o apenas ampliar o
arsenal terapéutico contra o cancer colorretal e de mama, mas também abrir novas
perspectivas para o uso racional de compostos bioativos com base em uma abordagem

molecular mais direcionada.



2. JUSTIFICATIVA

O cancer permanece como uma das principais causas de mortalidade no mundo,
sendo o cancer de mama e o cancer colorretal, em particular, responsaveis por altas
taxas de incidéncia e mortalidade globalmente. A busca por terapias mais eficazes,
seletivas e menos toxicas é uma prioridade urgente na oncologia atual. Nesse cenario,
compostos contendo metais de transicdo tém-se destacado, especialmente pela
capacidade de interagir com biomoléculas essenciais e induzir a morte seletiva de
células tumorais.

As bases de Schiff, devido a sua versatilidade estrutural e forte capacidade de
coordenacdo com metais, surgem como plataformas promissoras particularmente para o
desenvolvimento de agentes antitumorais, pois apresentam propriedades bioldgicas
superiores, como maior estabilidade, lipofilicidade e antitumoral. No entanto, a
coordenacdo destas moléculas com metais de transicdo como o cobre(ll), demonstraram
possuir um espectro mais amplo de atividade anticancer e uma toxicidade menor do que
os medicamentos de platina e séo sugeridos como capazes de superar a resisténcia
herdada e/ou adquirida a cisplatina.

Essas caracteristicas sdo consistentes com a hipotese de que os complexos de
cobre possuem mecanismos de acdo diferentes dos medicamentos de platina que se
ligam covalentemente ao DNA e clivam o DNA, o que leva a parada do ciclo celular e
apoptose ou geracdo de ERO e, por sua vez, a morte celular. Entretanto, pouca
informacdo esta disponivel sobre a base molecular para 0 modo de acdo dos complexos
de cobre pois, atualmente, a maioria das investigacfes ainda se concentra na capacidade
desses complexos de interagir com o DNA. Assim, a avaliacdo da atividade antitumoral
e do mecanismo de acdo buscando por diferentes alvos intracelulares do DNA e
possivelmente especificos de compostos derivados de bases de Schiff e seus complexos
bimetalicos de Cu(ll) torna-se estratégica para o direcionamento ao cancer de mama e
ao cancer colorretal, que frequentemente apresentam resisténcia a terapias
convencionais.

A investigacdo destes compostos poderd ndo apenas revelar novos mecanismos
de acdo, mas também contribuir para o desenvolvimento de terapias mais eficazes e
inovadoras, capazes de superar as limitacfes dos tratamentos atuais e impactar

positivamente a sobrevida e qualidade de vida dos pacientes.



3. OBJETIVOS
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Objetivo geral:

Investigar o potencial antitumoral de compostos derivados de bases de Schiff e
seus complexos bimetélicos de Cu(ll), por meio da avaliagdo de sua
citotoxicidade, seletividade e mecanismos de acdo em linhagens celulares de

cancer colorretal e de mama.

Objetivos Especificos

Sintetizar e caracterizar as propriedades eletronicas e estruturais de dois ligantes
bases de Schiff (1a e 1b) e seus complexos de Cu(ll) por diferentes técnicas
analiticas, incluindo andlise elementar.

Avaliar a atividade antitumoral seletiva dos ligantes (1a e 1b) e seus complexos
de Cu(ll) (2a e 2b) em linhagens celulares humanas de cancer colorretal
(SW620 e HCT-116), cancer de mama (MCF-7) e de fibroblastos normais
(MRC-5), utilizando diferentes ensaios de viabilidade celular: MTT, vermelho
neutro e excluséo de azul de Trypan;

Determinar a Concentracdo Inibitéria de 50% da viabilidade celular (ICsp) €
indice de Seletividade (IS) dos ligantes e de seus complexos bimetalicos de
Cu(Il) nas diferentes linhagens celulares avaliadas;

Avaliar a atividade antiproliferativa dos ligantes e dos complexos nas linhagens
tumorais e em fibroblastos pelo ensaio clonogénico;

Avaliar o potencial genotoxico dos compostos utilizando o ensaio cometa
alcalino in vitro, verificando a ocorréncia de quebras na molécula de DNA das
linhagens MRC-5, HCT-116, SW620 e MCF-7;

Avaliar a interacdo desses compostos com o DNA (ct-DNA), por meio de
espectroscopias de UV-vis e fluorescéncia;

Analisar a progresséo do ciclo celular das linhagens MRC-5, HCT-116, SW620
e MCF-7 apds exposi¢ao aos compostos por citometria de fluxo;

Analisar o perfil de morte celular nas linhagens de cancer colorretal e cancer de
mama ap0os exposi¢do aos compostos por citometria de fluxo.

Aplicar simulagdes de docking molecular, utilizando AutoDock Vina, para
prever os modos de interagdo entre os compostos 1a e 1b e o DNA e estimar sua

energia de ligacdo.
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Abstract

Two Schiff base derivatives (1a and 1b) were synthesized and evaluated for in vitro
anticancer activity. Compound la showed significant cytotoxicity against colorectal
cancer cells HCT-116 (ICso = 36.4 uM) and SW620 (ICso = 48.5 uM) with minimal
toxicity to normal MRC-5 cells (ICso > 100 uM), resulting in a favorable selectivity
index (SI > 3.0). Clonogenic assays indicated potent, dose-dependent inhibition of
colorectal colony formation by 1a. The alkaline comet assay revealed significant DNA
strand breaks after 2 h treatment with 10 uM 1a. UV-Vis titration showed strong calf
thymus DNA affinity (K = 1.1 x 10° M) for 1a, supported by molecular docking,
which identified key non-covalent interactions and ligand—-DNA binding modes.
Compound 1b induced mitochondrial ROS accumulation at higher concentrations (50
pMM). Flow cytometry confirmed S-phase arrest and apoptosis induction selectively in
cancer cells, while serum albumin assays indicated distinct binding preferences (1a to
HSA; 1b to BSA).

Keywords: Schiff base; colorectal cancer; DNA damage; apoptosis; cell cycle arrest;

ct-DNA and albumin binding; selective cytotoxicity; ROS modulation.



1. Introduction

Colorectal and breast cancers are among the most prevalent malignancies
worldwide, contributing significantly to global cancer morbidity and mortality [1].
Colorectal cancer alone accounts for approximately 935.869 deaths annually (9.4% of
all cancer deaths), while breast cancer is responsible for over 665.000 deaths (6.5%)
among women and men, respectively [2]. These alarming figures underscore the urgent
need for enhanced strategies in cancer prevention, early diagnosis, and effective
treatment [3].

Colorectal cancer typically develops from benign adenomatous polyps in the
colon or rectum, which may undergo dysplastic transformation into adenocarcinomas
[4]. Prognosis is influenced by tumor staging, molecular characteristics, comorbid
conditions, and host immune competence [5]. These factors are particularly relevant in
patients over 60 years of age, who represent the median age at diagnosis [6,7]. Breast
cancer, by contrast, exhibits considerable clinical and molecular heterogeneity
influenced by hormonal, genetic, and environmental determinants [8]. Prognosis and
treatment outcomes vary significantly across molecular subtypes (luminal A, luminal B,
HER2-positive, and triple-negative), with advanced HER2-positive and triple-negative
breast cancers showing five-year survival rates as low as 15-20% [9].

Despite the progress in targeted therapies, conventional chemotherapy remains a
cornerstone of systemic cancer treatment [10]. However, its efficacy is frequently
limited by off-target toxicities, drug resistance, and poor selectivity [11]. These
limitations reinforce the critical need for novel chemotherapeutic agents that exhibit
improved selectivity toward tumor cells and reduced toxicity to healthy tissues [12].

In this context, Schiff bases have gained prominence in medicinal chemistry due
to their synthetic versatility, structural diversity, and ability to form stable complexes
with transition metals [13]. These imine-based compounds, typically formed by the
condensation of a primary amine with an aldehyde or ketone [14], possess a key
azomethine group (C=N) considered an important pharmacophore [15]. Their biological
activity is influenced by electronic and steric factors, as well as lipophilicity, which
governs membrane permeability and cellular uptake [14,15]. Schiff bases and their
metal complexes have demonstrated a broad spectrum of biological activities, including
antioxidant [16,17], antibacterial [18-20], anti-inflammatory [20], and notably,
anticancer effects [21-24].



Recent studies have reported the cytotoxic effects of Schiff base derivatives
against various cancer cell lines, including hepatocellular carcinoma (HepG2) [26]
breast (SKBR-3, MCF-7, MDA-MB-231) [25,27], ovarian SKOV-3 [28], prostate (PC3)
[29], cervical (HeLa) [30], and colorectal cancer cells (HCT116, SW620, SW480)
[31,32]. However, few investigations have systematically compared the cytotoxicity,
genotoxicity, and mechanisms of cell death triggered by uncoordinated Schiff bases in
breast and colorectal cancer models. Deeper insight into the antitumor mechanisms of
these compounds could inform the rational design of more effective and selective metal-
based derivatives.

Building on previous studies from our group [33], which demonstrated the
critical influence of the amine moiety on the biological activity of Schiff base ligands
(Figure 1), we designed new derivatives incorporating 2-methoxybenzylamine as a key
structural fragment. In our prior study, comparative analysis of ligands 1a’ (bearing a
phenylethylamine group) and 1b’ (bearing a quinoline moiety) revealed that variations
in electronic character and aromatic extension significantly impacted cytotoxicity,
genotoxicity, and tumor selectivity, particularly in colorectal adenocarcinoma cells. The
selection of 2-methoxybenzylamine (compounds 1la and 1b, Figure 1) was thus guided
by its potential to combine the =-stacking capacity observed for quinoline-based
systems with physicochemical properties that enhance cellular permeability while
minimizing toxicity to normal cells. The ortho-positioned methoxy substituent increases
electron density around the azomethine linkage, strengthens n—m interactions with
guanine/cytosine-rich DNA regions [34], and maintains the necessary planarity for
intercalation into the DNA double helix [35]. Furthermore, its moderate polarity
provides a favorable balance between aqueous solubility and membrane permeability, a
key feature for improving the therapeutic index [36].

In parallel, the aldehyde fragment was also strategically modified to further
optimize molecular recognition. Compound la retains the tert-butylphenol moiety,
previously associated with strong cytotoxic activity but limited selectivity toward
malignant cells, serving as a reference point for comparison with the newly designed
compound 1b. In 1b, the tert-butyl group is replaced by a 2-naphthol scaffold, chosen to
increase aromatic conjugation and molecular planarity. The extended =-system of 2-
naphthol is expected to facilitate more efficient n—n stacking with DNA and enable
better-defined interactions with nucleophilic and hydrophobic sites on biomolecular

targets [37]. Compared to the sterically bulky and non-specific oxidative stress-inducing



tert-butyl group [37], the naphthyl ring is anticipated to promote enhanced tumor
selectivity through more refined molecular interactions, without necessarily
compromising cytotoxic potency [38].

Based on these structural considerations, the present study reports the synthesis
and in vitro biological evaluation of two Schiff base derivatives: 2,4-di-tert-butyl-6-[(2-
methoxyphenyl)methyliminomethyl]phenol (1a) and 1-[(2-
methoxyphenyl)methyliminomethyl]naphthalen-2-ol (1b) (Figure 1). These compounds
differ in the aromatic core of the aldehyde fragment, enabling a structure—activity
relationship (SAR) analysis. Their cytotoxic profiles were investigated in human
colorectal (HCT116 and SW620) and breast (MCF-7) cancer cell lines, with selectivity
evaluated using non-tumoral human lung fibroblasts (MRC-5). A comprehensive panel
of in vitro assays, including cell viability (MTT, trypan blue exclusion, and neutral red
uptake), reactive oxygen species (ROS) generation, DNA damage (alkaline comet
assay), cell cycle progression, and apoptosis/necrosis gquantification, was employed to
elucidate how these structural variations influence biological responses. In addition to
cellular assays, molecular interaction studies were conducted to evaluate the binding
affinity of the ligands toward calf thymus DNA (Ct-DNA) and serum albumins, bovine
(BSA) and human (HSA), as key targets for pharmacokinetic and pharmacodynamic
behavior. These complementary studies provide mechanistic insights into the molecular
recognition processes involved, supporting a more rational design of Schiff base
derivatives with optimized selectivity, efficacy, and pharmacokinetic properties as

anticancer candidates.
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Figure 1. The molecular architecture of the Schiff base derivative compounds.

2. Results and Discussion
2.1. Chemical

Schiff bases 1a and 1b were prepared by condensing equimolar amounts of the
corresponding amine with either 4-di-tert-butylsalicylaldehyde (a) or 2-hydroxy-1-
naphthaldehyde (b) in ethanol, following previously reported procedures [39] (see
Scheme 1). The structures of the synthesized compounds were confirmed through
standard analytical techniques, as presented in Figures S1-S4. The purity was
determined by elemental analysis (see SlI). The synthesized compounds were stable,
non-hygroscopic, and soluble in most organic solvents, such as methanol, ethanol,
chloroform, DMF, and DMSO.

Reflux, 18 h 1b

EtOH
-H,0

la

Scheme 1. Synthetic route for the preparation of Schiff base compounds 1a and 1b.

2.2. In vitro biological activities and theoretical studies

2.2.1. Compound 1la demonstrated cytotoxic effect on colorectal cancer cells evaluated
by MTT Assay

Mitochondria are the primary sites of oxidative phosphorylation, where glucose
and fatty acids are metabolized to produce adenosine triphosphate (ATP), the key
molecule for cellular energy. This process involves the electron transport chain and
ATP synthase [40,41]. The MTT assay, commonly used to assess cell viability and
screen for potential anticancer agents targeting mitochondrial function, measures the
activity of mitochondrial dehydrogenases in viable cells [42].

The in vitro cytotoxicity of compounds 1a and 1b was evaluated using the MTT
assay. Both compounds were tested against a panel of human cancer cell lines. Cells

were treated with increasing concentrations (1-100 uM) of compounds la or 1b for



72 h. Cell viability was expressed as a percentage relative to the untreated control
(100%). As shown in Figure 2, the results indicated that 1a and 1b demonstrated
moderate cytotoxicity against colorectal cancer cells. Statistically significant reductions
of 50% in cell viability were observed above concentrations of 20 and 40 pM for 1a and
1b, respectively. To further quantify cytotoxicity, ICsy values were determined (see
Table 1), where lower values indicate greater cytotoxic activity. Compound la (Figure
2, Table 1) exhibited more significant cytotoxicity than 1b against colorectal cancer
cells, while both compounds showed similar levels of cytotoxic activity against MCF-7
breast cancer cell lines. 1Cs values of 48.5 + 1.6 uM for SW620 and 36.4 = 1.7 uM for
HCT-116, which were lower than the 1Csy observed for MCF-7 (85.5 £ 1.7 uM) after 72
h of exposure with 1a. In comparison, compound 1b exhibited higher 1Csq values of
60.6 £ 1.7 uM for SW620, 56.2 + 1.6 uM for HCT-116, and 94.7 + 1.9 uM for MCF-7,
indicating a lower cytotoxic effect. Both compounds were non-toxic to normal MRC-5
fibroblasts at the tested concentrations (up to 100 uM), with ICso values exceeding this

range, suggesting a favorable selectivity profile toward colorectal cancer cells.

Table 1. Cytotoxicity (ICso) of 1a and 1b in normal and cancer cell lines after treatment,

as assessed by the MTT assay. The results are expressed as mean + SD.

IC50 (HM) '72h

I
S MRC-5 MCEF-7 SW620 HCT-116
1a >100+ 1.9 855 ¢ 1.7 485+ 16 6.4+ 17
1b >100 + 1.9 94.7 +1.9 60.6 + 1.7 56.2 + 1.6
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Figure 2. Cytotoxic effect of compounds 1a and 1b by MTT assay in MRC-5, MCF-7,
SW620, and HCT-116 cells after 72 h. NC represents negative control. Statistical
analyses were carried out using the One-way ANOVA, followed by the Dunnett
multiple comparison test. p-value of less than 0.05 was considered significant. The
following p-values were observed: *p < 0.05, ** < p <0.01, *** p < 0.001, ****p <
0.0001 in relation to the NC group for 1a and 1b.

2.2.2. Compound la demonstrated cytotoxic effect on colorectal cancer cells evaluated
by Neutral Red Assay

A comprehensive cytotoxicity assessment requires multiple methodologies to
provide a more accurate representation of a compound’s biological activity. In this
study, the neutral red (NR) assay was employed to evaluate the lysosomal integrity of
viable cells after exposure to compounds 1a and 1b for 72 h. While the MTT assay is
widely used to assess cell viability, it can sometimes overestimate cell survival, as
mitochondrial function may persist even in cells undergoing apoptosis or other forms of
stress [41]. In contrast, the NR assay provides additional information on lysosomal
stability, serving as a complementary approach to cytotoxicity evaluation [43,44].

We assessed the cytotoxic effects of compounds la and 1b after 72 h of
treatment on HCT116, SW620, MCF-7, and MRC-5 cell lines using the NR assay, as
shown in Figure 3. Our results demonstrated that 1a and 1b exhibit cytotoxic effects in

tumor cell lines in a dose-dependent manner, as quantified by the 1Csq (see

Table 2). Both compounds exhibited moderate cytotoxicity against colorectal
tumor cells, with 1a displaying the lowest ICsp values (ICso = 55.8 £ 1.6 uM for SW620
and 1Csp = 51.1 + 1.6 uM for HCT-116), while showing minimal toxicity toward normal
human fibroblasts MRC-5 (ICsp = 92.2 £ 1.9 uM) and MCF-7 (ICsp = 86.1 = 1.8 uM).
1b showed ICsp values of 66.3 = 1.7 uM (SW620), 62.4 + 1.6 M (HCT-116), 86.1 +
1.8 uM (MCF-7), and 90.6 + 1.9 uM (MRC-5). The selectivity index (SI), calculated as
the ratio of ICso in non-tumoral MRC-5 cells to that in cancer cells, indicated low
selectivity for both compounds. Compound 1a showed Sl values of 1.1, 1.6, and 1.8 for
MCF-7, SW620, and HCT116 cells, respectively, while compound 1b presented Sl
values of 1.1, 1.4, and 1.5 for the same cell lines, suggesting limited preferential

cytotoxicity toward tumor cells (



Table 2).

Table 2. ICs and selectivity index (SI) of 1a and 1b in normal and cancer cell lines
after treatment, as assessed by the Neutral Red assay. The results are expressed as mean
+ SD.

1Ce (UM) (SI) -72h
Cels  MRC-5 MCF-7 SW620 HCT116
la  906+19 805+18(L1) 558%16(L6) 51.1+ 1.6 (1.8)
b 922+19 861+18(L1)  663+1.7(L4) 62.4 + 1.6 (1.5)
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Figure 3. Effects of different concentrations of compounds 1a and 1b on cell viability
assessed using the Neutral Red uptake assay on MRC-5, cell lines after 72h treatment.
Statistical analyses were conducted with one-way ANOVA followed by Dunnett's
multiple comparisons test, where p < 0.05 was considered significant. Every bar
represents the mean £ SD (n=3). *p < 0.05, ** < p <0.01, ***p < 0.001, ****p <
0.0001 versus NC for compound 1a and 1b.

2.2.3. Compounds 1a and 1b demonstrated cytotoxic effects in cancer cells evaluated by
Trypan blue exclusion assay

Unlike the MTT and Neutral Red (NR) assays, which assess cell metabolic
activity, the Trypan blue exclusion assay directly measures membrane integrity,
providing a more accurate evaluation of cell viability and death [45]. Since some

compounds can interfere with mitochondrial activity or lysosomal integrity without



causing immediate loss of membrane integrity [46], this complementary assay was
performed to confirm the cytotoxic effects of 1a and 1b.

After 72 h, both Schiff base compounds demonstrated a dose-dependent
decrease in cell viability and significant cytotoxicity against all tumor lines with values
below 50 uM, without reducing the viability of MRC-5 cells (Figure 4). The ICso values
for 1a were 98.4 = 1.9 uM (MRC-5), 52.1 £ 1.7 uM (MCF-7), 31.5 + 1.4 uM (SW620),
and 27.5 £ 1.4 uM (HCT-116). In contrast, 1b showed higher ICso values: 92.7 = 1.9
uM (MRC-5), 83.9 + 1.8 uM (MCF-7), 38.7 + 1.6 uM (SW620), and 34.5 + 1.6 uM
(HCT-116). Furthermore, compound la exhibited higher selectivity index (SI) values
than 1b across all tumor cell lines evaluated, particularly against colorectal cancer cells.
Sl values for 1a reached 3.6 for HCT116 and 3.1 for SW620, compared to 2.7 and 2.4
for compound 1b, respectively (Table 3). These results indicate a more pronounced and
preferential cytotoxic effect of compound l1a on colorectal tumor cells over normal
MRC-5 fibroblasts. Under the same experimental conditions, both compounds reduced
tumor cell viability significantly, especially in the colorectal cancer lines, while

maintaining higher viability levels in non-tumoral cells.

Table 3. ICs and selectivity index (SI) of 1a and 1b in normal and cancer cell lines
after treatment, as assessed by Trypan Blue exclusion. The results are expressed as

mean + SD.

IC..(LM) (SI) -72h
Cells MRC-5 MCF-7 SW620 HCT116
la 98419 521+1.7(L9) 315+ 1.4 (3.1) 275 + 1.4 (3.6)
b 927+19  83.9+18(L1) 38.7+ 1.6 (2.4) 345+ 15 (2.7)
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Figure 4. Cell viability of MRC-5, MCF-7, SW620, and HCT-116 cells treated with 1a
and 1b for 72h by Trypan blue exclusion assay. A p-value of less than 0.05 was
considered significant. *p < 0.05, ** < p <0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001 versus
NC for compound 1a and 1b.

This assay corroborated the results from MTT and NR assays, confirming that
la exerted a more significant cytotoxic effect, particularly in colorectal cancer cells. In
contrast, compound 1b demonstrated less potent activity across all cell lines tested. The
observed differences in cytotoxicity levels, as a function of concentration and exposure
time, may be attributed to the varying capacities of cancer cells to withstand treatment,
potentially due to the activation of drug resistance mechanisms or cellular repair
pathways over time. Based on these results, the concentrations established in this assay

were retained for the subsequent studies.

2.2.4. Correlation between Mitochondrial Metabolism, Lysosomal Integrity, and

Membrane Permeability in the Cytotoxicity of Compounds 1a and 1b

The integration of MTT, Neutral Red (NR), and Trypan Blue exclusion assays
provided a comprehensive evaluation of the cytotoxic effects of compounds 1a and 1b.
The MTT assay indicated that compound la exhibited greater cytotoxicity toward
colorectal cancer cell lines (SW620 and HCT116) compared to 1b, as reflected by its
lower ICso values. However, since the MTT assay primarily assesses mitochondrial
metabolic activity, it may overestimate cell viability, as mitochondrial function can
persist during early stages of apoptosis or other stress-related responses. To address this
limitation, the NR assay, based on lysosomal integrity, was employed and showed a

similar trend: compound 1a displayed stronger cytotoxic effects than 1b (Sections 0 and



0). Notably, ICso values from the NR assay were slightly higher than those obtained
from the MTT and Trypan Blue assays, suggesting that mitochondrial dysfunction may
precede lysosomal destabilization in the cytotoxic cascade. The differences in
compound sensitivity observed across the tumor cell lines may be attributed to intrinsic
molecular and genetic variations. For instance, MCF-7, HCT116, and SW620 differ in
their p53 tumor suppressor status, an important factor influencing apoptosis [47].
Compounds that induce p53-mediated cell death are generally more effective in cells
with functional wild-type p53, such as HCT116, compared to cell lines harboring
mutated or inactivated p53, such as SW620 and MCF-7 [48]. Additionally, KRAS
mutations, which are common in some of these lines, may affect downstream survival
pathways and modulate cellular responsiveness to treatment [49,50]. Beyond genetic
factors, variability in metabolic enzyme expression (e.g., cytochrome P450s), solute
carrier (SLC) transporters, and ATP-binding cassette (ABC) efflux pumps may
influence compound bioactivation, uptake, and intracellular accumulation, ultimately
affecting cytotoxic outcomes [51,52].

From a structure—activity relationship (SAR) perspective, the enhanced cytotoxic
profile of compound 1a may be attributed to the presence of two bulky tert-butyl groups
at the 2,4-positions of the phenolic ring. These substituents likely increase lipophilicity
and improve membrane permeability, thereby facilitating cellular uptake [53]. In
contrast, compound 1b features a more rigid naphthyl moiety, which, although favoring
n—7 interactions with DNA base pairs due to its planarity, may hinder the
conformational adaptability required for efficient intercalation or groove binding,
limiting intracellular target engagement [53,54]. Both compounds share a methoxy-
substituted aromatic imine core, indicating that the observed differences in cytotoxicity
are primarily influenced by variations in the phenolic moiety. These structural features
appear to affect not only mitochondrial and lysosomal responses but also general
membrane integrity, as evidenced by the Trypan Blue exclusion results. Together, these
findings highlight the importance of using complementary assays to evaluate cytotoxic
effects. The combined analysis of mitochondrial function, lysosomal stability, and
membrane integrity provides a more robust and accurate assessment of the biological

activity of novel compounds.



2.2.5. Clonogenic assay suggested antiproliferative potential of 1la and 1b against

colorectal cancer cells

Clonogenic assays, as described by Rafehi et al. [55], evaluated the ability of
individual cells to survive a temporary drug exposure and later recover and proliferate
over an extended period. In this study, the assay was used to assess the long-term effects
of compounds 1a and 1b on the proliferation and survival of MCF-7 (breast cancer),
SW620 and HCT-116 (colorectal cancer), and MRC-5 (normal lung fibroblast) cells
after 72 h of treatment. As expected, the number of colonies increased with higher
seeding densities in both the untreated and treated groups. However, at a seeding
density of 100 cells per well, compounds la and 1b significantly reduced colony
formation in a dose-dependent manner (10-100 uM) (Figure 5). This effect was more
pronounced in SW620 and HCT-116 cells compared to MRC-5 cells. Additionally,
compound 1b inhibited the clonogenic potential of MCF-7 cells while demonstrating
lower cytotoxicity toward MRC-5 cells, indicating a degree of selectivity for tumor
cells. These findings justified the selection of this concentration range for further
experiments.

la and 1b induced significant morphological changes in both tumor and normal
cell lines, affecting cell size, shape, adhesion, and colony structure (Erro! A origem da
referéncia ndo foi encontrada.). The SW620 and MCF-7 cells formed smaller and less
compact colonies, while the HCT-116 and MRC-5 cells displayed larger and more
rounded shapes. Although there were differences in sensitivity among the cell lines,
treatment with both ligands notably reduced proliferation and viability at concentrations
of up to 100 uM (p < 0.0001).
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Figure 5. Cell survival of HCT116, SW620, MCF-7, and MRC-5 cells after 72 h
exposure to 1la and 1b, followed by 8 days for MRC-5, 10 days for SW620 and HCT-
116, and 14 days for MCF-7 of colony formation in fresh medium. Data represent mean
+ SD of three independent experiments. Statistical analysis was performed using one-
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way ANOVA with Dunnett’s post hoc test. A p-value of less than 0.05 was considered
significant. Significance levels: ns (not significant), *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <
0.001, ****p < 0.0001, relative to the NC group.

2.2.6. Compound la exhibits greater genotoxicity in colorectal cancer cells after 2 h
The genotoxic potential of compounds la and 1b was evaluated in human

colorectal cancer cell lines (HCT-116 and SW620) and normal lung fibroblasts (MRC-
5) using the alkaline comet assay. DNA damage was quantified by measuring the
damage index (DI) after exposure to increasing concentrations (10-100 uM) for 2 and
24 h. Doxorubicin (5 uM), a clinically established genotoxic agent, was used as a
positive control due to its well-characterized mechanism of inducing DNA double-
strand breaks via topoisomerase Il inhibition [57,58,59]. The most significant DNA
damage for both compounds occurred at the 2 h time point, consistent with rapid
cellular uptake and nuclear interaction. As shown in Figures 6 and Figure 77, la
exhibited potent, dose-dependent genotoxic effects in both tumor cell lines (Table S1).
In HCT-116 cells, DI values reached 153.9 £ 11.0 at 10 uM (2 h) and peaked at 179.0 £
64.5 at 100 uM. Although damage levels decreased after 24 h (e.g., 144.0 £ 13.1 at 100
uM), they remained significantly elevated compared to controls. A similar profile was
observed in SW620 cells, with DI of 124.2 + 0.3 (10 uM, 2 h) and 171.0 + 48.2 (100
MM, 2 h). These results suggest rapid cellular uptake and nuclear interaction of 1la,
followed by partial DNA repair over time. In contrast, 1b induced moderate genotoxic
effects, with significant DNA damage observed only at higher concentrations. In HCT-
116, DI values increased from 50.8 + 2.6 (10 uM, 2 h) to 162.0 £ 31.1 (100 uM, 2 h),
while in SW620, a similar trend was observed (106.2 + 3.8 at 25 uM, 2 h; 147.1 + 17.6
at 100 pM).

In normal MRC-5 fibroblasts, treatment with 1a or 1b showed markedly reduced
genotoxicity compared to cancer cells. After 2 h exposure, compound la at 10 uM
yielded a DI of 48.3 £ 4.8, and 1b 34.3 £ 1.3. After 24 h, DI values dropped to 21.3 £
1.2 for 1a and 34.3 + 1.3 for 1b, indicating that both compounds allowed for more
effective recovery in non-tumor cells and likely exerted less persistent genotoxic stress,
see Table S1.

The most significant DNA damage for all compounds occurred at the 2 h time
point, consistent with rapid cellular uptake and nuclear interaction. This suggests that

some of the induced lesions may be repairable over time, depending on cellular repair



capacity. Although HCT-116 is MMR-deficient due to inactivation of the MLH1 gene,
this cell line exhibited a notable reduction in DNA damage between 2 h and 24 h,
suggesting that other DNA repair pathways, such as base excision repair (BER) or
nucleotide excision repair (NER), may be compensating. Conversely, SW620 is MMR-
proficient but shows sustained DNA damage over time. For instance, treatment with 1la
at 50 UM resulted in a DI of 139.1 + 12.9 (2 h) and 98.4 £ 6.6 (24 h) in SW620,
compared to 146.7 £ 15.6 and 109.5 = 7.3 in HCT-116. This persistence of damage in
SW620 may reflect impairments in repair systems other than MMR or limited ability to
resolve complex lesions.

These results demonstrate that 1a is a fast-acting and potent genotoxic agent
with tumor selectivity. 1b, although active at high concentrations, showed lower
genotoxic potential overall. The observed selectivity of both compounds toward tumor
cells, combined with reduced DNA damage in normal fibroblasts, supports their
potential as promising lead compounds for further preclinical development. Moreover,
the fast induction of DNA damage may reflect direct DNA interaction or intercalation,

warranting further mechanistic studies.
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Figure 6. Genotoxicity effects of compounds 1a and 1b in the HCT1-116 (A), SW620
(B) and MRC-5 (C) cell lines after 2h of treatment, assessed by the alkaline comet
assay. The results are expressed as damage index (arbitrary unit, a.u) and represent
mean + SD of independent experiments (n=3). Statistical analysis was performed using
one-way ANOVA test followed by Dunnett's post hoc test, comparing treated groups to
the negative control (NC). A value of p < 0.05 was considered significant. Where, * p <
0.05, ** p <0.01, *** p <0.001, **** p < 0.0001 in relation to the NC.
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Figure 7. Genotoxicity effects of compounds 1a and 1b in the HCT1-116 (A), SW620
(B), and MRC-5 (C) cell lines after 24h of treatment, assessed by the alkaline comet
assay. Data are expressed as damage index (arbitrary unit, a.u) and show mean + SD
from independent experiments. Statistical analysis was performed by one-way ANOVA
test followed by Dunnett's post hoc test, versus to the negative control (NC).
Significance: ns represent not significant; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p <
0.0001 in relation to the NC group for (1a) and (1b).

2.2.7. UV-Vis absorption spectroscopy indicates distinct Ct-DNA interaction profiles
for Schiff bases 1a and 1b, with higher binding affinity observed for compound la

The study of interactions between small molecules and DNA is essential for
understanding molecular processes occurring in the intracellular environment [34].
DNA is a primary biological target for many pharmacologically active compounds,
including those already in clinical use and others under development. Molecules with
therapeutic potential can bind to DNA, inducing conformational changes, interfering

with replication and transcription, or directly inhibiting its biological functions [60].



The interaction between potential drug candidates and calf thymus DNA (Ct-
DNA) can be investigated using electronic absorption spectroscopy, particularly through
spectrophotometric titrations, a widely employed method for evaluating DNA-binding
characteristics [61, 62]. Characteristic spectral changes are typically observed when
interaction occurs, including hyperchromic, hypochromic, hypsochromic, and
bathochromic effects. A hyperchromic effect is generally associated with groove
binding, which involves hydrogen bonding between the nitrogen and oxygen atoms of
Schiff base ligands and the nitrogenous bases of DNA, often accompanied by a
structural contraction of the DNA helix. In contrast, a hypochromic effect, especially
when coupled with a bathochromic shift, is indicative of intercalative binding,
suggesting partial disruption of the DNA double helix [63].

The interaction of compounds 1a and 1b with Ct-DNA was evaluated under
physiological conditions (pH 7.4) using Tris-HCI buffer (Trizma) at room temperature
with a fixed compound concentration of 50 uM. Gradual titrations of Ct-DNA (15 pL to
285 pL) were performed. Alterations in the electronic absorption spectra, particularly in
the 340-410 nm range, revealed the formation of Schiff base-DNA complexes.
Compound 1a exhibited a hyperchromic effect along with a slight bathochromic shift
(Figure S5), whereas 1b showed a hypochromic response (Figure S6). Ct-DNA
binding constants (Kp) were calculated using the Benesi—Hildebrand equation, yielding
values of 1.1 x 10° M for compound la (Figure S5) and 1.3 x 10* M for compound
1b (Figure S6), indicating a stronger binding affinity of la to Ct-DNA. Higher K,
values denote stronger interactions between the compound and the Ct-DNA double
helix. Accordingly, the superior K, observed for la suggests a more stable DNA
interaction. The hyperchromic effect in the UV-Vis spectrum of compound 1a reflects
perturbations in the electronic states of its chromophores, indicating interaction with
stacked base pairs in DNA, albeit not through classical intercalation [63]. Moreover, the
presence of bulky, nonpolar di-tert-butyl groups on the phenolic ring of 1a substantially
increases the molecule’s hydrophobicity [64]. Greater hydrophobic character tends to
enhance binding affinity for the hydrophobic regions of DNA, promoting complex

stabilization and molecular recognition [65].



2.2.8. Molecular Docking

Given the differential binding behavior revealed by the UV-Vis titration assays,
where compound la exhibited a hyperchromic effect and a higher binding constant,
while compound 1b showed hypochromism consistent with intercalation, molecular
docking simulations were subsequently performed to gain structural and mechanistic
insights into these interactions. While spectroscopic data offer valuable clues about
binding modes and affinity, they do not provide atomic-level resolution regarding the
spatial orientation or the specific nature of the ligand—DNA interactions. Therefore,
docking studies were employed as a complementary strategy to visualize the preferred
binding poses, assess the impact of structural variations on binding energetics, and
characterize the types of non-covalent interactions responsible for DNA recognition by
each compound.

To this end, conformational ensembles of compounds 1a and 1b were generated
using CREST at the GFN2-xTB level, which enabled exploration of their accessible
conformational space in an aqueous environment. After optimization with xtb, 57
conformers were obtained for compound 1a and 39 for compound 1b. This difference
was expected, as la possesses more degrees of freedom due to the methyl groups
attached to the aromatic ring. The optimal ligand binding poses for each molecule are

illustrated in Figure 8.

Figure 8. Best docking poses for compounds 1a and 1b.

The binding affinities of the molecules are very similar, with a slightly lower
value to 1a (-7.7 kcal mol ™) as compared to 1b (-7.6 kcal mol™!). This difference can be

due to the greater degrees of freedom of 1la. Figure 9 reveals that both molecules dock



at highly similar binding sites, which may account for the observed similarity in their

binding affinity values.

Figure 9. Best binding location for compounds la and 1b with DNA. Interaction

energies are -7.7 kcal mol ™! and -7.6 kcal mol ™! for compounds 1a and 1b, respectively.

For both systems, a single hydrogen bond interaction was observed between the
ligand and DNA. The key distinction between the two systems lies in the interaction
site: in molecule 1a, the hydrogen bond involves the nitrogen of the imine group,
whereas in molecule 1b, it occurs via the hydroxyl moiety. Moreover, in system 1a, the
molecule acts as the hydrogen bond acceptor, while in system 1b, it acts as the donor.
Despite these differences, both interactions exhibited similar bond lengths. All the

aforementioned features are illustrated in Figure 10 and Table 4.



1a 1b

Figure 10. Hydrogen bond interactions for compounds 1a (bond length of 2.75 A) and
1b (bond length of 2.65 A) with DNA.

Dispersion interactions of molecules 1a and 1b with DNA are shown in Figure
11. Both compounds interact with DNA mainly via van der Waals and n-n interactions,
and a similar number of interactions are observed, with 10 interactions for 1a and 9
interactions for 1b. Adenine residue 17, cytosine residue 9, and guanine residue 10 are

the main residues of DNA that interact with the ligands.
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Figure 11. Interaction maps of dispersion interactions for compounds (a) 1a and (b) 1b.

A summary of the hydrogen bond and dispersion interactions is shown in Table
4. The type of H-bond and the number of dispersion interactions can explain the higher
interaction of 1a with DNA. Despite the number of aromatic rings in 1b, interactions of
the naphthalene moiety with DNA are not favorable due to the orientation that the

molecule assumes to optimize polar and nonpolar interactions with the bases of DNA.



Table 4. Summary of interactions from the best pose obtained with molecules 1a and

1b. A: Acceptor and D: Donor atoms of hydrogen bonds.

Interactions la 1b
Docking binding energies (kcal mol™) -1.7 -7.6
Number of hydrogen bonds 1 1
H-bonded DNA residue DG 18B DA 16B
Distance H-A (A) 2.75 2.65
Distance D-A (A) 3.52 3.54
Donor angle (degrees) 132.9 148.8
Number of dispersion interactions 10 9

2.2.9. Compounds 1a and 1b induce low mitochondrial ROS levels in colorectal cancer
and normal cell lines

Free radicals can induce various forms of DNA damage, including cross-links
between DNA and other biomolecules, thereby compromising genomic integrity [66].
Previous studies have indicated that the generation of reactive oxygen species (ROS)
represents a relatively selective mechanism of cytotoxicity, as tumor cells are generally
more vulnerable to oxidative stress than their normal counterparts [67,68]. To
investigate whether ROS generation contributes to the cytotoxicity of compounds la
and 1b, intracellular ROS levels were assessed using the fluorescent probe MitoSOX™
Red, which specifically detects mitochondrial superoxide anion (Oz ).

ROS levels were quantified in colorectal cancer cell lines HCT-116 and SW620
and normal lung fibroblasts (MRC-5) following 24 h of exposure to compounds l1a and
1b at concentrations of 10, 30, and 50 uM. Doxorubicin (5 uM) was used as a positive
control. As shown in Figure 12 A-C, doxorubicin induced a robust increase in
mitochondrial ROS across all cell lines, with mean fluorescence intensity (MFI) values
of approximately 90 in HCT-116 (Figure 12A), 80 in SW620 (Figure 12B), and 85 in
MRC-5 (Figure 12C), confirming its well-established pro-oxidant profile.

In contrast, compound la induced only minimal ROS production at all tested
concentrations. MFI values remained low in all cell lines, ranging between 10 and 25,
with only a slight increase at 50 uM in HCT-116 (~25; Figure 12A) and MRC-5 (~20;
Figure 12C), which were not statistically significant in most comparisons. These data



suggest that compound 1a does not promote significant oxidative stress as part of its
cytotoxic mechanism.

Compound 1b produced similarly low ROS levels at 10 and 30 uM. However, at
50 uM, a moderate but statistically significant increase in mitochondrial ROS was
observed in all cell lines (Figure 12D-F). In HCT-116, the MFI reached approximately
45 (*p < 0.001; (Figure 12D), while in SW620 and MRC-5, MFI values were around 35
and 30, respectively (p < 0.01; (Figure 12E and 12F). These results indicate that
compound 1b may induce oxidative stress at higher concentrations, although to a much
lower extent than doxorubicin.

Even at the highest tested dose, ROS levels induced by compound 1b were
significantly lower than those observed for doxorubicin, particularly in MRC-5 cells.
This suggests a more favorable oxidative profile, supporting the notion that ROS

generation is not the primary cytotoxic mechanism of compounds 1a and 1b.
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Figure 12. ROS levels in HCT-116 (A, D), SW620 (B, E), and MRC-5 (C, F) cell lines
after 24 hours of exposure to 1a and 1b (10, 30, and 50 uM), measured by f MitoSOX™
Red probe as mean fluorescence intensity (MFI). Doxorubicin (5 uM) was used as a



positive control. Data represent the mean + SEM from three independent experiments.
Statistical analysis was performed by one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc
test versus the negative (NC). Significance: ns represent not significant; ** p < 0.01,
***p <0.001, **** p <0.0001 in relation to the NC group for 1a and 1b.

2.2.10. Cell Cycle Analysis Reveals S Phase Arrest Induced by 1a and 1b in Colorectal
Cancer and Normal Cells

Cell cycle arrest at the G1/S, S, or G2/M checkpoints is a well-established
mechanism of action for many anticancer agents. We evaluated the effects of
compounds 1a and 1b on the cell cycle of SW620, HCT-116, and MRC-5 cells after 72
h of treatment using propidium iodide (PI) staining. Representative results are shown in
Erro! A origem da referéncia ndo foi encontrada. and 14. Both compounds caused a
significant accumulation of cells in the S phase, both in colorectal cancer cell lines and
in normal cells, which is consistent with active DNA synthesis. As expected, 5-
fluorouracil (positive control) also induced S phase arrest due to its known inhibition of
thymidine synthesis, corroborating the results observed in the compounds under study.

The arrest in the S phase, especially at higher concentrations, was accompanied
by a decrease in the population of cells in the G1 phase, suggesting impaired DNA
synthesis and replication and, consequently, interference with progression to mitosis. In
addition, the arrest in the S phase is likely a direct consequence of the early genotoxicity
of compounds 1a and 1b, which cause DNA damage shortly after exposure (2 h),
leading to the activation of cell cycle checkpoints, especially in the S phase. In a way,
this arrest is necessary to prevent replication and forces the cell to attempt to repair the
damage, with signaling mediated by checkpoints (Checkpoints 1 and 2) and activation
of DNA repair mechanisms, resulting in the accumulation of cells in this phase even

after 72 hours, which can potentially lead to senescence or apoptosis [69,70].
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Figure 13. Representative cell cycle profiles of (A) MRC-5, (B) HCT-116 e (C)
SW620 cell lines analyzed by flow cytometry. Cells were treated with vehicle (negative

control), 5-fluorouracil (positive control), or compounds la and 1b (75 uM), and

stained with propidium iodide (Pl). Data were analyzed using FlowJo software

(https://www.flowjo.com).
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Figure 14. Panels show the quantification of MRC5, HCT-116, and SW620 cells in the
GO0/G1, S, and G2/M phases, comparing the effects of compounds 1a and 1b with the
control group. Data represent the mean + SEM (n=3). Statistical analysis was performed
by one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test versus the negative (NC).
Significance: ns represent not significant; *p <0,05 for phase S; *p<0,05 for phase
GO/G1 in relation to the NC group for (1a) and (1b).

2.2.11. Induction of apoptosis by 1a and 1b in colorectal cancer and normal cells

Considering that many anticancer agents exert their effects by activating
apoptosis, we investigated whether 1a and 1b induce this type of programmed cell
death. Flow cytometry was used to quantify apoptotic cell populations following
treatment with 75 uM of each compound. As shown in Figures 15 and Figure 156, both
compounds induced apoptosis in SW620 and HCT-116 colorectal cancer cells, in
contrast to the control group, which showed no significant cell death. Additionally, the
compounds exhibited cytotoxicity toward normal MRC-5 fibroblasts, with 29.8% and
37.5% of apoptotic cells detected after treatment with 1a and 1b, respectively. 5-
Fluorouracil (5-FU) at 5 uM served as a positive control. Data were analyzed using the
Floreada.io platform (https://floreada.io/).

Morphological and biochemical features, including chromatin condensation,
DNA fragmentation, and the formation of apoptotic bodies, characterize apoptosis. The
ability of both compounds to induce apoptosis in colorectal cancer cells highlights their
therapeutic potential. This type of cell death is particularly relevant in oncology, as it
represents a controlled mechanism for eliminating damaged or transformed cells.

The activation of apoptosis is often associated with persistent DNA damage that
fails to be repaired. In this study, cell cycle analysis revealed an accumulation of cells in
the S phase, a checkpoint at which cells evaluate genomic integrity before DNA
replication. This arrest, combined with the presence of early and late apoptotic cells,
supports the comet assay results and suggests that compound 1b, in particular, may
induce oxidative stress severe enough to disrupt cellular homeostasis and activate
intrinsic apoptotic pathways.

Taken together, the results suggest that the anticancer mechanism of 1a and 1b
involves DNA damage, which, if not repaired, leads to the activation of apoptosis.
These findings are supported by multiple complementary assays and demonstrate a

consistent relationship between DNA interaction, cell cycle arrest, oxidative stress, and
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cell death. It is important to emphasize that the mechanism of action of a compound,
whether organic or inorganic, depends on multiple factors, including its chemical

structure, concentration, exposure time, and the specific characteristics of the cell line.
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Figure 15. Apoptosis induction analyzed by flow cytometry after Annexin V-FITC/PI
staining. MRC-5 (A), HCT116 (B) and SW620 (C) cell lines were treated with 1a and
1b at concentrations of 10, 25, 50 and 75 pM for 72 h. Representative flow cytometry

dot plots are shown for cells treated with 75 pM, displaying P1 stained cells (y-axis) vs



Annexin V stained (x-axis). In all four diagrams, viable cells appear in Q1 (Annexin V
and Pl-negative, lower left), early apoptotic cells Q4 (Annexin V-positive/Pl-negative,
lower right) and late apoptotic cells in Q 3 (Annexin V and Pl-positive, upper right).

Data were analyzed using FlowJo software (https://floreada.io/).
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Figure 16. Quantification of apoptosis induction in MRC-5, HCT116, and SW620
treated with compounds la and 1b, compared to the control group. Statistical
significance was determined using one-way ANOVA followed by Bonferroni's multiple
comparison test. Data are presented as mean = SEM from three triplicate experiments.

***p <0.001, **** p <0.0001 compared to the control group.

2.2.13. UV-Vis Spectroscopic Evidence of Distinct Binding Behaviors of Compounds la
and 1b with BSA and HSA

Serum albumin (SA) is the most abundant protein in the blood plasma of
vertebrates, accounting for approximately 60% of total plasma proteins [71]. It plays
essential physiological roles, including the regulation of oncotic pressure and blood pH,
and the transport of various ligands such as drugs, nutrients, metabolites, and ions. It
also exhibits antioxidant properties and influences cellular processes both in organisms
and in vitro cultures [72]. Due to its wide range of functions, albumin is extensively
employed in clinical, pharmacological, and biotechnological contexts, particularly in
studies involving interactions with small molecules [73].

Human serum albumin (HSA) demonstrates high conformational stability and

the ability to bind a broad spectrum of ligands, making it a common biomarker in
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various pathologies [73]. In parallel, bovine serum albumin (BSA), which shares
approximately 76% structural similarity with HSA, is often used as an experimental
model due to its lower cost and easier accessibility [66,68]. Both are globular proteins
composed of three homologous domains rich in a-helices [74]. However, subtle
differences exist, such as the higher surface hydrophobicity of HSA compared to BSA,
which can significantly influence their adsorption properties and biological behavior
[72]. Although these structural differences are minor, they may affect applications
involving drug delivery, cell culture maintenance, and protein engineering strategies.
The interaction between albumin and ligands involves various types of intermolecular
forces, including hydrophobic, electrostatic, ionic, hydrogen bonding, and, in some
cases, irreversible covalent bonding [70,71]. The nature and strength of these
interactions depend largely on the chemical structure of the ligands, particularly the
presence and spatial arrangement of their functional groups.

The interaction of compounds 1a and 1b with BSA and HSA was investigated
using UV-Visible absorption spectroscopy (Figures S7-S12). Spectrophotometric
titrations were conducted by maintaining a constant concentration of the compounds
(0.05mM) while gradually increasing the concentration of the proteins (0.003—
0.06 mM). This approach allows for monitoring changes in electronic absorption bands,
providing valuable insights into the ligand—protein interaction process.

This assay was conducted for both compounds 1a and 1b to evaluate their ability
to interact with serum albumins, given the importance of these proteins in drug transport
and systemic distribution. Understanding the nature of these interactions can provide
insight into the pharmacokinetic behavior of the ligands and inform their potential as
drug candidates.

In a static binding mechanism, the formation of a ligand—protein complex
significantly alters the absorption spectrum, leading to detectable changes in
absorbance. Conversely, in a dynamic mechanism, where interactions are transient and
depend on molecular collisions, no notable changes in the protein’s absorption spectrum
are typically observed [77].

For compound 1a, a hyperchromic effect was observed in the 300-375 nm
absorption range upon increasing BSA concentration (Figure S7), while titration with
HSA resulted in a hypochromic effect in the same spectral region (Figure S8). In the
case of compound 1b, titration with BSA induced a hypochromic effect along with a

bathochromic shift between 350 and 450 nm (Figure S10). In contrast, titration with



HSA caused both hyperchromic and bathochromic effects in the same range Figure
S11).

An increase in absorbance intensity (hyperchromic effect) can be attributed to
interactions with the protein surface, suggesting possible complex formation or
rearrangement of the ligand’s electronic environment. This may also reflect increased
solvent exposure of aromatic residues such as tryptophan [78]. Conversely, a decrease
in absorbance (hypochromic effect) suggests alterations in the microenvironment
around these residues, potentially due to ligand insertion into more hydrophobic regions
or protein conformational changes upon binding [73,74].

These findings highlight distinct interaction patterns between the Schiff base
compounds and serum albumins. Compound la showed a hyperchromic effect with
BSA and a hypochromic response with HSA, while compound 1b exhibited both
hypochromic and bathochromic shifts upon binding to BSA, and a combination of
hyperchromic and bathochromic effects with HSA. These spectral variations suggest
differences in the binding mode and microenvironmental interactions between each
compound and the albumin isoforms.

From a pharmacological perspective, such differences are relevant, as they may
influence drug transport, distribution, and bioavailability in vivo. The ability of a
compound to form stable or transient complexes with albumins is a key factor in
determining its half-life and systemic circulation profile. Therefore, the observed
protein-ligand interactions support the potential of these Schiff bases, particularly 1a, as
viable drug candidates, warranting further investigation into their pharmacokinetic

properties.

2.2.14. Fluorescence Quenching Reveals Differential Affinity of 1a and 1b Toward HSA
and BSA

Fluorescence spectroscopy stands as a valuable technique for investigating
interactions between potential drug candidates and proteins such as human serum
albumin (HSA) and bovine serum albumin (BSA). These proteins contain aromatic
residues, notably tryptophan, which are highly sensitive to their surrounding
microenvironment. This intrinsic sensitivity enables the monitoring of conformational

changes, denaturation, and binding events with other molecules [72].



Fluorescence emission spectra of BSA and HSA are presented in Figure 177 and
18, both exhibiting an emission band at 340 nm. Upon gradual addition of compounds
la and 1b, a quenching of the emission at 340 nm was observed [80]. In the case of
compound 1b, in addition to the reduction at 340 nm, an increase in emissions at 430
nm and the presence of an isosbestic point at 350 nm were noted. As more ligand was
added to the solution, the characteristic band of compound 1b at 350 nm overlapped
with that of the protein, as shown in 17B and 18B. The observed fluorescence
quenching is associated with structural alterations in the tryptophan residues induced by
interaction with the compounds [81]. Furthermore, the observed hypochromic shift
reinforces the binding of the organic ligands to BSA, modifying the microenvironment
around the tryptophan residue in both BSA and HSA [78].
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Figure 17. Fluorescence emission spectra of BSA (1.0 uM) in sodium phosphate buffer
(pH 7.4) in the presence of (A) compound la and (B) compound 1b. The decrease in

fluorescence intensity with increasing ligand concentration is indicated by the arrow.
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Figure 18. Fluorescence emission spectra of HSA (1.4 uM) in sodium phosphate buffer
(pH 7.4) in the presence of (A) compound 1la and (B) compound 1b. The decrease in

fluorescence intensity with increasing ligand concentration is indicated by the arrow.

Fundamental parameters such as the Stern—\Volmer quenching constant (Ks,), the
bimolecular quenching rate constant (Kg), the binding constant (Kp), the number of
binding sites (n), and AG were determined in order to clarify the fluorescence quenching
mechanism. The calculations were performed based on the Stern—Volmer equation (Kq
= Kg/to, With 1o typically assumed to be 10® s) and the binding equation. The
corresponding plots are shown in Figures S13 and S14, and the obtained values are

presented in Table 5.
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Figure S13. Analysis of binding interactions with BSA. (A and B) Stern-Volmer plots
for compounds 1a and 1b, respectively. (C and D) Double logarithmic plots of log((FO
—F)/F) versus log[Q], also for 1a and 1b, respectively, with BSA.
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Figure S14. Analysis of binding interactions with HSA. (A, B) Stern-Volmer plots for
compounds 1a and 1b, respectively. (C, D) Double logarithmic plots of log((FO—F)/F)
versus log[Q], also for 1a and 1b, respectively, with HSA.



Table 5. Fluorescence spectral properties of 1a and 1b with BSA and HSA.

Compounds Macromolecule Ksv Kq Kb N AG
M* M™.s™ M kJ/mol
. BSA 1.91x 10" 1.91x 10" 875x10° 1.1 -28.20
' HSA 3.49x 10" 3.49x10% 1.03x10° 1.1 -2861
BSA 7.65x 10" 7.65x 10" 3.07x10° 1.3 -37.02
o HSA 1.20x 10° 1.20x 10" 6.69x10* 0.95 -27.54

Two distinct fluorescence quenching mechanisms are considered in the analysis
of interactions between quenchers and macromolecules: dynamic (or collisional)
quenching and static quenching. Dynamic quenching occurs when the quencher collides
with the fluorophore in its excited state, promoting its return to the ground state without
photon emission. In contrast, static quenching results from the formation of a non-
fluorescent complex between the quencher and the biomolecule in the ground state [78].

The high binding constant (Ky) values and the number of binding sites close to 1
(n = 1) suggest a predominantly static quenching mechanism, indicating the formation
of a stable complex between the ligands and the proteins, which leads to a decrease in
fluorescence emission [3]. Furthermore, the quenching rate constants (K) obtained for
compounds 1a and 1b exceed the theoretical maximum diffusion-controlled quenching
limit in solution (2.0 x 10! M s') (79), reinforcing that the quenching process is
primarily static in nature. In addition, the negative AG values confirm that the
interaction between the compounds and the proteins is spontaneous at 298.15 K.

A preferential binding is also observed. Compound l1a exhibits higher affinity
for HSA, whereas compound 1b interacts more strongly with BSA. Considering that
HSA possesses a greater content of a-helical structures, it is plausible that hydrophobic
interactions are more intense or numerous compared to BSA. Thus, HSA tends to form
more effective interactions with hydrophobic or amphiphilic ligands, while BSA, being
relatively more hydrophilic, favors interactions with more polar molecules, including
hydrogen bonds [74].



3. Experimental Section

3.1. Chemistry

All solvents and reagents used for the preparation of the Schiff base derivatives
were obtained from commercial suppliers and used without further purification. The
following chemicals were purchased from Sigma-Aldrich: 3-amino-7-dimethylamino-2-
methylphenazine hydrochloride (Neutral Red), dimethyl sulfoxide (DMSO), crystal
violet, calf thymus DNA (Ct-DNA), bovine serum albumin (BSA), Human serum
albumin (HSA), and cisplatin. Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), low-
melting-point agarose (LMP), phosphate-buffered saline (PBS; Na:HPO., KH2PO4, and
KCI, pH 7.4), fetal bovine serum (FBS), and penicillin/streptomycin were purchased
from Gibco-BR. Human cell lines (MRC-5, MCF-7, SW620, and HCT116) were kindly
provided by the Rio de Janeiro Cell Bank (Brazil). The Schiff base derivatives 2,4-di-
tert-butyl-6-[(2-methoxyphenyl)methyliminomethyl]phenol (1a) and 1-[(2-
methoxyphenyl)methyliminomethyl]naphthalen-2-ol (1b) were synthesized according to

previously reported procedures, as described in the literature [39].

3.1.1. Instrumentation

Infrared spectra were performed on an FT-IR Bruker Alpha Spectrometer
operating in the ATR mode. NMR spectra were recorded on a Bruker AM-500
spectrometer operating at 25 °C. *H and *C NMR chemical shifts are reported in ppm
vs. SiMe4 and were determined by reference to the residual solvent peaks. Elemental
analyses were performed by the Analytical Central Service of the Institute of
Chemistry-UFRGS (Brazil) and are the average of two independent determinations. Ct-
DNA and BSA interaction in M51 — Bel Spectrophotometer from 190 to 1000 nm. The
neutral red assay was performed on SpectraMax® M2 and M2e systems from Molecular
Devices. The fluorescence spectra were obtained using a PerkinElmer LS-55
fluorescence spectrophotometer. The instrument parameters were maintained with a
scan speed of 500 nm/min, using a xenon lamp. For the spectrophotometric
measurements, the excitation wavelength was set at 280 nm, with a spectral range from
200 nm to 575 nm.



3.1.2. Biological Assessment

3.1.2.1. Cell Culture and Treatments
Four human cell lines were obtained from the Rio de Janeiro Cell Bank (Rio de

Janeiro, RJ, Brazil): primary colorectal cancer (HCT116), metastatic colorectal cancer
(SW620), metastatic breast cancer (MCF-7), and normal human lung fibroblasts (MRC-
5). All culture media were supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum
(FBS) for DMEM and 20% for RPMI, along with 100 pg/mL streptomycin, 100 IU/mL
penicillin, and 1.5 g/L sodium bicarbonate. HCT116, SW620, and MRC-5 cells were
cultured in DMEM, while MCF-7 cells were maintained in RPMI. Cells were grown in
25 cm? culture flasks at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% COx,
following the guidelines of the American Type Culture Collection (ATCC). Culture
media were replaced as needed until the cells reached approximately 80% confluence.
Mycoplasma testing was performed to confirm the absence of fungal or bacterial
contamination. For treatment, compounds la and 1b were dissolved in DMSO and
added to the culture medium at the desired concentrations immediately before use. The
final DMSO concentration in the medium did not exceed 0.1%, and control cells were
exposed to the same concentration of vehicle. Cells were harvested using 0.15% trypsin

(Gibco Life Technologies, USA) in PBS and used for the subsequent biological assays.

3.1.2.2. Cell Viability Assessment by MTT Assay

The MTT assay (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide),
as originally described by Mosmann [83], was used to assess cell viability in human
tumor cell lines (HCT116, SW620, and MCF-7) as well as in a non-tumoral human cell
line (MRC-5). This colorimetric method is based on the reduction of MTT to insoluble
purple formazan crystals by mitochondrial dehydrogenase enzymes in metabolically
active cells. Cells were seeded in 96-well plates at a density of 1.0 x 10° cells/well and
allowed to adhere for 24 h. They were then treated with Schiff base compounds 1a and
1b at varying concentrations (5, 10, 25, 30, 50, 60, 85, and 100 uM) and incubated for
72 h at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO.. Following treatment,
cells were washed with PBS and incubated with 100 pL of serum-free culture medium
containing MTT (1 mg/mL) for 3 h at 37 °C. The medium was then removed, and the
resulting formazan crystals were solubilized with 100 uL. of DMSO under gentle

agitation for 30 minutes. Absorbance was measured at 540 nm using a SpectraMax



microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). Each experiment was
performed in triplicate and repeated at least three times. The ICso values, defined as the
concentration required to inhibit 50% of cell viability after 72 h of exposure, were
calculated, and graphs were constructed using GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad
Software, Inc., San Diego, CA, USA).

3.1.2.3. Cell Viability Assessment by Neutral Red Assay

Human tumor cell lines (HCT116, SW620, and MCF-7) and the non-tumoral
cell line MRC-5 were seeded in 96-well plates and incubated for 24 h at 37 °C in a
humidified atmosphere containing 5% CO,. Cells were then treated with compounds la
and 1b at concentrations of 10, 25, 50, 75, and 100 uM. Following the ICso values
determined by the MTT assay, 72-hour incubation was performed under identical
temperature and CO: conditions. The treatment medium was then removed, and the
cells were washed with 100 uL of PBS. Next, 100 uL of neutral red dye (0.3 mg/mL in
serum-free culture medium) was added to each well, and the plate was incubated for
another 3 h under standard conditions. The neutral red was then removed, the cells were
washed with PBS at the appropriate pH, and 100 uL of desorption solution
(EtOH:dH20:CH3COOH - 50:49:1, v/v) was added to each well. The plate was shaken
for 20 min, and the absorbance was read using a SpectraMax spectrophotometer at
540 nm. The test was carried out in triplicate. The selectivity index (SI) was calculated
as a measure of the compound's selectivity toward tumor cell lines compared to normal
cells, using the formula SI = ICso (normal cells) / 1Csq (tumor cells). Sl values close to 1
indicate low selectivity, suggesting that the compound affects both cell types similarly.
When SI > 1, it suggests greater toxicity toward tumor cells. SI values equal to or
greater than 5 may indicate that the compound has promising therapeutic potential [84].
The SI and ICso values were calculated and expressed as mean = SD, using GraphPad

Prism 5.0 software.

3.1.2.4. Trypan blue exclusion test of cell viability

Cell viability was measured using the trypan blue exclusion assay after treatment
with 10, 25, 50, 75, and 100 uM of compounds 1a and 1b for 72 h in triplicate. After
removing the medium containing the compound, the cells were washed with PBS,

treated with trypsin, and resuspended in 200 puL of complete culture medium with



serum. To distinguish live cells from dead cells, a suspension of each cell line was
mixed with a 0.4% Trypan blue solution and incubated for 5 minutes at room
temperature. The mixture was made in a petri dish using a total of 20 pL of cell
suspension (10 pL) and Trypan blue (Sigma, USA, Merck) (10 pL) and was
immediately placed in a cell counting dish. Cells that absorbed the dye were considered
dead. After 5 minutes of incubation, the cells were counted using the CountessTM I
automated cell counter (Thermo Fisher, USA). Each treatment or control was tested
twice in triplicate. An ideal range of viable and/or dead cells (1x10° and 10x10° cells
/mL) per unit volume was used. The Sl and ICsy values were calculated, and graphs
were constructed using GraphPad Prism 5 software. Cell viability was expressed as

mean + standard deviation (SD).

3.1.2.5. Clonogenic Assay

This assay was performed on all normal and human tumor cell lines (MCF-7,
SW620, HCT-116, and MRC-5), which were initially seeded in 6-well plates at a
density of 300 cells/well in 1 mL of supplemented medium and incubated for 24 h. After
incubation, the cells were treated with compounds 1a and 1b at concentrations of 10,
25, 50, 75, and 100 uM for 72 h to assess cell survival based on the ability of a single
cell to grow into a colony. The treatment-containing medium was then removed, and the
cells were washed with 1 mL of PBS. Due to the different proliferation rates among the
cell lines, the incubation period varied: 8 days for MRC-5, 10 days for SW620 and
HCT-116, and 14 days for MCF-7. After the incubation period, cells were washed and
fixed with 1 mL of methanol for 30 minutes, followed by staining with 0.5% (w/v)
crystal violet. The wells were rinsed with distilled water and allowed to dry at room
temperature. Colonies were manually counted by visual inspection, and cell survival

was expressed as a percentage relative to the corresponding negative control (NC).

3.1.2.6. Alkaline single-cell gel electrophoresis (Comet assay)

The Schiff base compounds (1a and 1b) did not exhibit significant cytotoxic
activity against breast cancer cells (MCF-7) at the tested concentrations; therefore,
genotoxicity assessment was conducted only on colorectal cancer cells (SW620 and
HCT-116) and non-tumoral cells (MRC-5). HCT-116, SW620, and MRC-5 cells were
seeded at a density of 1.0 x 10° cells per well in 24-well plates containing 350 pLL of
supplemented DMEM and incubated for 24 h at 37 °C with 5% CO.. Cells were then



treated with compounds 1a and 1b at concentrations of 10, 25, and 50 uM for 2 and
24 h, based on the ICsy values obtained from previous viability assays. Following
treatment, cells were washed with 100 uL of PBS, trypsinized, and resuspended in
complete DMEM. Microscope slides pre-coated with a layer of normal melting point
agarose were prepared with 20 puL of the cell suspension mixed with 0.75% low melting
point agarose. Once the gel solidified, the slides were placed back-to-back and
immersed in an ice-cold lysis solution [10 mM Tris
(tris(hydroxymethyl)aminomethane), 2.5M NaCl, 100 mM EDTA, 10% DMSO, and
1% Triton X-100, pH 10] for at least 1 h to lyse the cells and release intracellular
content. Slides were then transferred to a horizontal electrophoresis chamber filled with
ice-cold alkaline buffer (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH 13) and incubated in the
dark for 20 min to allow DNA unwinding. Electrophoresis was performed at 300 mA
and 25V (0.90 V/cm) for 15 min. Afterward, the slides were neutralized (0.4 M Tris, pH
7.5), fixed (15% trichloroacetic acid, 5% zinc sulfate, and 5% glycerol), and stained
with silver nitrate. Following staining, the slides were washed with distilled water and
allowed to dry for 24 h at room temperature before analysis. All steps were performed
under dim light to prevent additional DNA damage. DNA migration patterns were
observed using an optical microscope, and 100 cells were randomly selected for each
concentration test. DNA damage was scored according to comet class: class O for intact
nuclei with no tail; class 1 for nuclei with a small tail; class 2 for a tail one to two times
the diameter of the nucleus; class 3 for a tail longer than twice the nuclear diameter; and
class 4 for maximum DNA damage [85] (Figure S15). Images were captured using an
EVOS™ microscope (Invitrogen™ AMF4300, Canada). The damage index (DI) was
calculated for each replicate, ranging from 0 (100 intact cells x 0) to 400 (100 cells with

class 4 damage x 4).



Class 2

Class 3 Class 4

Figure S15. Classification of DNA damage by alkaline comet assay (scale bar: 275
UM). The images illustrate five classes of DNA damage, ranging from class 0 to class 4,

based on DNA migration during electrophoresis. Source: author's archive.

3.1.2.7. Ct-DNA binding study by absorption titration

The concentration of calf thymus deoxyribonucleic acid (Ct-DNA) was
determined by measuring its absorbance using UV-Vis spectroscopy at a wavelength of
260 nm, and with an € value (molar extinction coefficient) of 6600 M~' cm™'. Ct-DNA
purity was verified by calculating the Ajso/Azgo absorbance ratio. A value greater than
1.80 indicates the absence of protein influence on DNA (83). The UV-Vis electronic
spectra for compounds la and 1b without and upon successive Ct-DNA solution
additions were obtained at 298.15 K and 250-1000 nm in a DMSO (0.1%)/Tris-HCI
buffer (pH 7.4) mixture solution. The absorbance spectrum of the sample was collected
at a 50 uM concentration of the test compound and varying concentrations of Ct-DNA,
ranging from 0.7 uM to 12.9 uM. The experiments were conducted in sets of 3 (n = 3)
to acquire consistent results.

3.1.2.8. Reactive oxygen species (ROS) detection by flow cytometric analysis

The ability of the Schiff base compounds 1a and 1b to induce the formation of
reactive oxygen species (ROS) was evaluated in three human cell lines: MRC-5, HCT-
116, and SW620. The Invitrogen™ MitoSOX™ Red Mitochondrial Superoxide
Indicator Kit (cat. no. M36008; Thermo Fisher Scientific) was used to quantify



superoxide levels within the mitochondria of viable cells. Cells were exposed to four
different concentrations of the compounds (10, 30, and 50 uM) for 24 h at 37 °C in a 5%
CO: atmosphere. Cells treated with 5 uM doxorubicin served as the positive control.
After treatment, cells were washed with PBS and stained with 200 uM of pre-diluted
MitoSOX™ Red reagent in PBS. The staining was performed in the dark, and cells
were incubated for 20min at 37 °C. After incubation, the staining solution was
removed, and cells were transferred to centrifuge tubes and spun at 2000 rpm for 10 min
to pellet the cells. The supernatant was discarded, and the entire cell pellet was
transferred to flow cytometry tubes for analysis. A minimum of 10,000 gated events
were acquired per sample using a BD Biosciences FACS Canto flow cytometer, with
data collected in the FITC and PerCP channels, following the protocol described by
Kauffman et al. (2016) [87]. Data were analyzed using FlowJo software (v7.6.3; Tree
Star Inc., Ashland, OR, USA) and expressed as dot plots and histograms showing cell
counts based on fluorescence emission, representing the proportion of cells with
mitochondrial superoxide accumulation. A bar graph of the mean fluorescence intensity
was generated using Prism 6 (GraphPad Software, version 6.0b) to quantify

mitochondrial ROS levels.

3.1.2.9. Cell cycle analysis

Flow cytometry analysis (FACS) was performed to determine the proportions of
cells and the perturbations in the different phases of the cell cycle, induced by
compounds 1a and 1b. Cells were plated at a density of 1x10° cells per well (24 h), and
cells were treated with 1a and 1b at different concentrations (10, 25, 50, 75, and 100
uM). 5-Fluorouracil (5-FU) was used as the reference chemotherapy (positive control).
After treatment, the cells were collected by trypsinization, washed twice with PBS, and
fixed in 70% ethanol and stored at —20 °C for 2 h until the second step, PI staining.
Subsequently, the fixed cells were centrifuged (2000 rpm, 4°C, for 10 min) and washed
twice with PBS to remove traces of ethanol. The cells were resuspended in 250 uL of
0.5% Trinton X-100 (diluted in PBS) for exactly 5 min for each sample and centrifuged
again (2000 rpm, 4°C, for 10 min). The cells were then treated with RNAse for 30
minutes and stained with propidium iodide (PI) for 30 min at room temperature. The
cell cycle profile was analyzed using FACS Symphony flow cytometry, considering that

10,000 to 20,000 events were acquired from each sample.



3.1.2.10. Cell death assay

An annexin V-FITC apoptosis detection kit was used to assess the percentage of
cell death by flow cytometry, according to the manufacturer's protocol (BD Bioscience).
The cells were plated at a density of 6x10° cells/mL in a 24-well plate and treated with
different concentrations of compounds (10, 30, 50, and 75 uM) for a period of 72 h at
37 °C and 5% CO,. Subsequently, the treated cells were washed in PBS and collected
with trypsin, which was inactivated by the addition of complete medium. The cells were
centrifuged at 3000 rpm for 5 min and suspended in 500 pL of an annexin-binding
buffer at room temperature. The cells were stained with 10 pL of annexin V-FITC and
10 pL of propidium iodide (PI, 50 pg/mL) and incubated at room temperature for 15
min under light-free conditions, following the manufacturer's instructions (Apoptosis
Detection Kit FITC; Invitrogen, USA). The untreated cells were considered the control
group, and those treated with 5 uM of 5-fluorouracil (5-FU) were considered the
positive reference group. The samples were then immediately analyzed by BD
FACSCalibur™ flow cytometry. Annexin V was detected as green fluorescence, and
propidium iodide (PI) as red fluorescence, and bivariate analysis was performed at FL1
for Annexin V and FL3 for PI detection channels. Data was collected from 10,000 cells
per sample, and dot plots of FL1 vs FL3 were generated. The experiment was performed
on at least three different occasions, and the acquisition data was interpreted using
FlowJo software (version 10.8, USA).

3.2.1.11. Interaction of bovine (BSA) and human (HSA) serum albumins with 1a and 1b

The interaction of compounds 1a and 1b with bovine (BSA) and human (HSA)
serum albumins was investigated through UV-Vis absorption and fluorescence
guenching titrations. Stock solutions of bovine serum albumin (BSA, 0.357 mM) and
human serum albumin (HSA, 0.486 mM) were prepared by dissolving 40 mg of each
protein in 1 mL of phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.4). The solutions were stored
at 8 °C and protected from light. Protein concentrations were confirmed by UV-Vis
spectrophotometry using molar extinction coefficients of gps0) = 44,300 M 'cm™ for
BSA and gs0) = 36,500 M ! cm ! for HSA. The metal complex was initially dissolved in
dimethyl sulfoxide (DMSOQO) and subsequently diluted in phosphate-buffered saline
(PBS) to obtain the desired working concentrations. For UV-Vis spectroscopic
measurements, the final concentration of the complex in the cuvette was adjusted to

0.05 mM, with a final DMSO content of 5% (v/v). To evaluate the interaction between



the complex and the serum proteins, successive aliquots of 15 uL of either BSA or HSA
stock solution were added to the compound solution. After each addition, UV-Vis
absorption spectra were recorded to monitor changes in absorbance intensity and
possible shifts in characteristic absorption bands, enabling analysis of binding events
and interaction dynamics.

For fluorescence quenching titrations studies, the concentrations of BSA and
HSA were fixed in the cuvette at 0.1 uM and 0.14 uM, respectively. Gradual volumes
of compounds 1a and 1b solutions (5 uL—185 pL), at a concentration of 500 uM, were
then added to the BSA and HSA solutions. The initial and final concentrations of the
compounds ranged from 0.9 uM to 32 uM. After each addition, fluorescence spectra
were recorded to monitor changes in fluorescence intensity and possible shifts in the
characteristic bands.

The static and dynamic quenching processes were evaluated using the Stern—
Volmer Equation (79).

F
—=1+Kg[Q] Eq 1.
Where Fq and F are the fluorescence intensities of albumin (HSA or BSA) in the
absence and presence of the ligand, respectively. Ky, and [Q] represent the Stern—

Volmer constant and the concentration of the compound, respectively. The bimolecular
quenching rate constant (Kg) is calculated using Equation 2 [88, 89].

K, =% Eq 2.

q to
Where to is the average fluorescence lifetime of the fluorophore in the absence
of a quencher, with a value of 10°* s. The number of binding sites (n) was calculated
using the double logarithmic equation (85).

Fy—F

log =

= log K, + nlog[Q] Eq 3.

Where Ky, is the binding constant. For the calculation of the Gibbs free energy
(AG), Equation 4 was used. (85).
AG = —RTInK, Eq 4.
Where R is equal to 8.314 J-mol "K' and T is the temperature in Kelvin.

3.1.2.12. Statistical analysis



In this study, the mean values were obtained from at least three independent
experiments for each technique or test. The data were compared with GraphPad Prism
software (GraphPad Instat — NIH), using the ANOVA test (one-way or two-way,
depending on the variable analysed), followed by the Dunnett multiple comparison test,
Tukey's post hoc test, or Student's t-test, when appropriate. Cell cycle and cell death
assay data were analysed using flowJo.com and floreada.io software, respectively, and
subsequently analyzed with GraphPad Prism software, followed by Student's t-test.
Results were considered statistically significant when p < 0.05, compared to the control

group, and were expressed as mean + standard deviation (SD).

3.3. Docking calculations

Initial structures of 1a and 1b were optimized with xtb [90]. Conformations of
compounds la and 1b were generated with Crest (88) at the gfn2 level of theory [92]
using water as implicit solvent. Target structure of DNA (PDB Code: 1BNA) [93] was
prepared via AutoDock Tools with the removal of organic and solvent molecules [94].
Visualization of the interactions between the ligands and DNA was produced with the
UCSF Chimera software [95]. To elucidate the specific interactions between ligand
moieties and receptor residues, the Protein—Ligand Interaction Profiler (PLIP) [95] and
the Discovery Studio tool (93) were employed. Visual Molecular Dynamics (VMD)
[97] was used to visualize the interactions between functional groups.

4. Conclusion

This study has demonstrated that Schiff base derivatives 1a and 1b possess
promising antitumor profiles against colorectal cancer cell lines, with l1a displaying
superior potency and selectivity. Compound 1a achieved ICso values of 36.4 uM (HCT-
116) and 48.5 pM (SW620), coupled with an SI > 3.0 relative to normal MRC-5
fibroblasts, a selectivity that underscores its potential as a lead compound. In contrast,
1b showed moderate cytotoxicity (ICso = 56—60 UM for colorectal lines) with a lower
SI, suggesting a narrower therapeutic window.

Mechanistic investigations reveal that 1la principal mode of action is direct
interaction with DNA, as evidenced by a high binding constant (Kb = 1.1 x 10° M)
and marked genotoxicity at early time points (significantly elevated damage index
starting from 10 uM after 2 h). This direct DNA targeting precipitates S-phase arrest,
likely via activation of intra-S checkpoints, and culminates in apoptosis, confirmed by



flow cytometry (~40% Annexin V-positive cells at 75 pM). By contrast, 1b exhibits a
lower DNA affinity (Kb = 1.3 x 10* M) and relies partially on mitochondrial ROS
generation for cytotoxic effects, requiring higher concentrations (=50 uM) to induce
significant genotoxicity. The complementary nature of these two mechanisms, direct
genotoxicity (1a) and oxidative stress (1b), suggests that structural features of the
phenolic core (tert-butyl vs. naphthyl substituents) modulate each compound’s
intracellular targeting. Molecular docking shows that the binding affinities of the
molecules are very similar, with a slightly lower value to la (-7.7 kcal mol™) as
compared to 1b (-7.6 kcal mol™"). Moreover, compound 1a exhibits higher affinity for
HSA, whereas compound 1b interacts more strongly with BSA. From a translational
perspective, the pronounced selectivity of 1a toward colorectal cancer cells highlights
its potential for further development. Incorporation of metal ions (e.g., Cu (1) into the
Schiff base scaffold could amplify DNA intercalation and redox activity, yielding
derivatives with enhanced potency and tumor specificity. Additionally, optimization of
lipophilicity and electronic properties, guided by the observed structure—activity
relationships, may improve cellular uptake and pharmacokinetic profiles. In conclusion,
Schiff base 1la emerges as a lead candidate for anticancer drug development, with a
clear mechanism centered on DNA binding and apoptosis induction. Further studies
should explore metal coordination, in vivo efficacy, and ADME/Tox profiling to

advance these ligands toward preclinical validation and eventual therapeutic application.
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Supporting Information

1. Experimental section

1.1.Synthesis of compound l1a

Compound 1a was obtained by reacting 2.00 g (14.6 mmol) of 2-methoxybenzylamine
with 3.42 g (14.6 mmol) of 3,5-di-tert-butyl-2-hydroxybenzaldehyde in refluxing
methanol for 18 h. After cooling, a light-yellow solid was collected and dried under
vacuum. The yield was 91.0%. 'H NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C) dy: 1.30 (s, 9H, 3
CHs), 1.43 (s, 9H, 3 CHs), 3.84 (s, 3H, OCHs), 4.79 (s, 2H, CH), 6.88-6.96 (m, 2H,
Ar—H), 7.08 (d, 1H, Ar-H), 7.24-7.28 (m, 2H, Ar—H), 7.36 (d, 1H, Ar—H), 8.40 (s, 1H,
—CH=N-), 13.95 (s, 1H, OH). *C NMR (101 MHz, CDCls) d.. 29.58 (3CH3), 31.67
(3CHs3), 34.26 (C, tert-butyl), 35.17 (C, tert-butyl), 55.47 (CHz), 57.65 (OCHs), 110.41—
139.97 (Ar—C), 157.31, 158.41 (C-0), 166.81 (CH=N).

Elemental analysis for C23H31NOs::
Calcd (%): C, 78.15; H, 8.84; N, 3.96.
Found (%): C, 78.01; H, 8.58; N, 3.97. IR (ATR, cm™): v = 1625 (C=N). UV-Vis
(CH2CL, 25 °C): A_max = 230 nm (n—7*, aromatic), 260 nm (n—n*, imine), 329 nm

(n—m*). Melting point: 92 °C.
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Figure Al. *H NMR (CDCl; 400 MHz, 25 °C) of compound 1a.
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Figure A2. **C NMR (CDCl3 101 MHz, 25 °C) of compound 1a.

1.2. Synthesis of Compound 1b

Compound 1b was synthesized using 0.50 g (3.64 mmol) of 2-methoxybenzylamine

and 0.63 g (3.64 mmol) of 2-hydroxy-1-naphthaldehyde in methanol under reflux

for 18 hours. After workup, a dark-yellow solid was obtained in 78% yield.

e 'HNMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): & = 14.45 (s, 1H, OH), 8.77 (s, 1H, CH=N),
7.82 (d, J =8.4 Hz, 1H, Ar—H), 7.67 (d, J = 9.3 Hz, 1H, Ar-H), 7.60 (d, J = 7.8
Hz, 1H, Ar—H), 7.44 (t, J = 9.0 Hz, 3H, Ar-H), 7.37-7.30 (m, 2H, Ar-H), 7.23
(t, J =7.8 Hz, 3H, Ar-H), 7.00-6.90 (m, 3H, Ar-H), 4.78 (s, 2H, CH), 3.93 (s,
3H, OCHs).

« BC{H} NMR (125 MHz, CDCL): § = 177.76 (CH=N), 157.70, 157.38, 137.48,
120-110 (Ar—C), 55.48 (OCHs), 52.08 (CHo).

« IR (ATR, em™): v = 3046 (br), 2935, 2831, 1627 (C=N), 1539, 1493, 1428,
1349, 1181, 1025, 832, 751.



e Elemental analysis for CisH17NOz:
Calcd (%): C, 78.33; H, 5.88; N, 4.81.
Found (%): C, 78.02; H, 5.42; N, 4.66.
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Figure A4. *C NMR (CDCl; 101 MHz, 25 °C) of compound 1b.

2. Biological Assessment

2.1.Alkaline single-cell gel electrophoresis (Comet assay)

Class 3

Class 4

Figure 2. Classification of DNA damage by alkaline comet assay (scale bar: 275 puM).

The images illustrate five classes of DNA damage, ranging from class 0 to class 4,

based on DNA migration during electrophoresis. Source: author's archive.

Table 1. Genotoxicity effects of compounds la and 1b in human tumor cell lines
(HCT116 and SW60) and normal cell line (MRC5), assessed by the alkaline comet
assay after 2 and 24 hours. The results are expressed as damage index (DI) + standard

deviation (SD).

DNA Damage Index (DI) + DP

Compounds | Dose (LM)
MRC-5 SW620 HCT-116
16.0 + 6.4 (2h) 30.5 £ 4.8 (2h) 49.7 £ 9.8 (2h)
Control 0
11.67 £ 4.2 (24h) 27.5 + 1.3 (24h) 41.9 + 7.6 (24h)
10 18.3 + 4.8 (2h) 31.0 £ 6.5 (24h) 53.9£11.0 (2h)
12 11.3+ 1.2 (24h) 24.2 £ 0.3 (2h) 46.8 £ 2.3 (2h)
25 57.4 £20.2 (24h 96.3 £5.2 (2h) 110.5+ 6.3 (2h)




487 £8.1 (24h) | 58.4%13.0(24h) | 64.2 £ 3.8 (24h)
797+7.7(2h) | 1191£12.9(2h) | 146.7 + 15.6 (2h)
>0 63.4+6.6 (24h) | 106.4%6.6 (24h) | 1095 + 7.3 (24h)
106 97.6+8.8(2h) | 177.0x482(2h) | 199.0 64,5 (2h)
96.4 +5.2 (24h) | 1235%9.2(24h) | 144.0 + 13.1 (24h)
o 4.7+0.3 (2h) 223+ 1.8 (2h) 15.5 + 2.6 (24h)
43+05(24n) | 26.8% 23 (24h) 10.8 % 2.6 (2h)
N 30.4 + 0.9 (2h) 64.2 + 3.8 (2h) 19.2+2.2 (2h)
11.4+2.4 (24h) | 57.4+12.8 (24h) | 22.3%1.8 (24h)
o - 30.6+2.1(24h) | 87.6+£12.2(24h) | 51.61+4.6 (2h)
132+ 2.1 (2h) 85.3 + 8.1 (2h) 45.6 £ 2.0 (24h)
69.9+ 9.0(2h) | 129.1£17.6 (2h) | 112.0+31.1(2h)
0 56.7+95 (24h) | 110.6 £9.3 (24h) | 1065 + 6.3 (24h)
Soxarrubicin 5 24.3 £ 2.6 (2h) 63.3+3.3 (2h) 97.33 £ 9.4 (2h)
10 178+13(24h) | 721£6.2(24h) | 129.0 +32.9 (24h)
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Figure 3. Absorption spectra of 1a (50 uM) in a mixture of DMSO (0.1%) and Tris-HCI
buffer (pH 7.4), in the absence and presence of increasing amounts of DNA (0— 285

uL). Insets: plot of [DNA]/(sa — &f) vs. [DNA] for 1a.
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Figure 4. Absorption spectra of 1b ( 50 uM) in a mixture of DMSO (0.1%) and Tris-

HCI buffer (pH 7.4), in the absence and presence of increasing amounts of DNA (0—

285 pL). Insets: plot of [DNA]/(sa — &f) vs. [DNA] for 1b.
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Figure 5A. UV-Vis absorption spectra overlay of compound 1a interacting with BSA,

obtained by spectrophotometric titration in the wavelength range of 220 to 800 nm.
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Figure 6. UV—Vis absorption spectra overlay of compound la interacting with HSA,

obtained by spectrophotometric titration in the wavelength range of 220 to 800 nm.
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Figure 7. UV-Vis absorption spectra overlay of la interacting with PBS, obtained by

spectrophotometric titration in the wavelength range of 220 to 800 nm.
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Figure 6 B. UV-Vis absorption spectra overlay of ligand 1b interacting with BSA,

obtained by spectrophotometric titration in the wavelength range of 220 to 800 nm.
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Figure 8. UV-Vis absorption spectra overlay of ligand L10 interacting with HSA,
obtained by spectrophotometric titration in the wavelength range of 220 to 800 nm.
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Figure 9. UV-Vis absorption spectra overlay of ligand 1b interacting with PBS,

obtained by spectrophotometric titration in the wavelength range of 220 to 800 nm.
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Figure 12. Analysis of binding interactions with BSA. (A and B) Stern-Volmer plots
for compounds 1a and 1b, respectively. (C and D) Double logarithmic plots of log((FO
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4. PERSPECTIVAS FUTURAS

Diante dos resultados promissores obtidos neste estudo, varias perspectivas podem
ser consideradas para a continuidade e aprofundamento da investigacdo sobre os
complexos bimetélicos de Cu(ll) derivados de bases de Schiff:

% Investigar as vias moleculares envolvidas incluindo a participacdo de enzimas-
chave, e proteinas reguladoras da apoptose e necrose, mecanismos de reparo do
DNA, analise da expressdo de genes relacionados ao estresse oxidativo,
sinalizac&o de morte celular e regulacdo do ciclo celular (ex.: caspases, p53, Bcl-
2, Bax, e marcadores de estresse oxidativo);

% Aplicar modelos 3D de cultura celular (esferéides) que simulam melhor o
ambiente tumoral in vivo e validam a atividade citotoxica e antiproliferativa dos
compostos;

% Aplicar estudos de formulacdo e veiculacdo para os sistemas de entrega (como
por exemplo os lipossomos) que permitam aumentar a estabilidade, a
biodisponibilidade e a seletividade dos complexos metélicos, minimizando
efeitos adversos as células normais;

% Realizar ensaios de migracdo das linhagens tumorais tratadas com os compostos.

Continuar a desvendar o mecanismo molecular e biologico de acgdo, principalmente
do complexo 2b, refinara o nosso entendimento sobre a interacdo desses compostos com
o sistema celular tumoral e nossas estratégias de combate ao cancer colorretal e de
mama, transformando as perspectivas de resultados a fase pré-clinica envolvendo

modelos mais complexos in vivo.
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