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RESUMO 

 

O câncer é considerado uma das causas mais comuns de mortalidade no mundo e designa um 
conjunto de doenças caracterizadas pela presença de células em crescimento descontrolado, 
capazes de se dividirem rapidamente e migrarem, provocando metástase. Dentre as abordagens 
terapêuticas utilizadas em seu tratamento, a quimioterapia é o método de maior acessibilidade 
e uso clínico. Todavia, efeitos secundários adversos e resistência à múltiplas drogas continuam 
sendo um enorme desafio face aos agentes quimioterápicos. Uma estratégia promissora para 
abordar essa questão tem sido relacionada à prospecção de novos agentes farmacológicos com 
especificidade para as células cancerígenas. Assim, um ramo favorável para o qual novas 
terapias têm se voltado diz respeito aos compostos com duplo efeito, ou seja, que apresentem a 
capacidade de comprometer a angiogênese tumoral e induzir a morte de células cancerígenas 
de forma específica e seletiva. Tais características podem ser encontradas em complexos 
metálicos, especialmente naqueles estruturalmente relacionados a bases de Schiff. Dessa 
maneira, o presente estudo teve como objetivo investigar a toxicidade e o potencial efeito 
anticancerígeno e antiangiogênico de quatro complexos metálicos de paládio estruturalmente 
relacionados a bases de Schiff. Para isso, foram realizados protocolos experimentais de 
toxicidade em modelos cancerígenos e não cancerígenos, além de protocolo para investigação 
da angiogênese. Inicialmente, para determinar a segurança no uso das moléculas, foi efetuado 
o bioensaio de toxicidade aguda com larvas de Artemia salina e o teste hemolítico em eritrócitos 
humanos. O tratamento com o precursor estrutural pd1 induziu um elevado percentual de 
hemólise (103,1 ± 10,2%) e proporcionou toxicidade aos microcrustáceos com CL50 de 58,1 ± 
1,1 μM. Entretanto, os complexos pd2-5 não induziram danos na membrana eritrocitária (CI50 
>200 µM), como também não foram tóxicos para os microcrustáceos (CL50 >200 µM), frente 
às concentrações testadas, sendo selecionados para elucidação de suas respectivas propriedades 
biológicas. Subsequentemente, foi realizado o ensaio de avaliação da viabilidade celular (MTT) 
em linhagens de células tumorais humanas de câncer de mama isolada de tumor metastático 
triplo negativo (MDA-MB-231) e de glioma (U-373MG). Os quatro distintos complexos pd2-
5 demonstraram efeito citotóxico, com destaque para o pd5 com CI50 de 162,5 ± 1,2 µM e 56,6 
± 1,1 µM, respectivamente, para a linhagem MDA-MB-231 e U-373MG. Adicionalmente, 
foram investigadas as propriedades antiangiogênicas das moléculas através do teste da 
membrana corioalantóide de ovos embrionados de galinha (HET-CAM). Todos os complexos 
metálicos pd2-5 promoveram redução dos parâmetros vasculares avaliados, incluindo 
diâmetro, comprimento e número de ramificações dos vasos sanguíneos. Em conclusão, os 
resultados por ora obtidos demonstram que todos os complexos metálicos pd2-5 avaliados 
apresentaram atividade anticâncer e foram capazes de comprometer a formação de novos vasos 
sanguíneos, sendo tais efeitos observados em concentrações subtóxicas, tornando-os, portanto, 
promissores para a prospecção de novos fármacos para o fortalecimento de uma linha 
alternativa para o tratamento do câncer, principalmente pelo fato de atuarem em dois alvos 
terapêuticos distintos do microambiente tumoral. 
 
Palavras-chave: Agente anticâncer. Agente antiangiogênico. Toxicidade. Paládio. Bases de 
Schiff. 
 



ABSTRACT 

 

Cancer is considered one of the most common causes of mortality in the world and designates 
a set of diseases characterized by the presence of cells in uncontrolled growth, capable of 
dividing rapidly and migrating, causing metastasis. Among the therapeutic approaches used in 
its treatment, chemotherapy is the method of greatest accessibility and clinical use. However, 
adverse side effects and multidrug resistance remain a huge challenge with chemotherapeutic 
agents. A promising strategy to address this issue has been related to the prospecting of new 
pharmacological agents with specificity for cancer cells. Thus, a favorable branch towards 
which new therapies have been turned to concerns compounds with dual effect, i.e., that present 
the ability to compromise tumor angiogenesis and induce cancer cell death in a specific and 
selective way. Such characteristics can be found in metal complexes, especially those 
structurally related to Schiff's bases. Thus, the present study aimed to investigate the toxicity 
and the potential anticancer and antiangiogenic effect of four palladium metal complexes 
structurally related to Schiff's bases. To this end, experimental protocols for toxicity in cancer 
and non-cancer models were performed, in addition to a protocol for investigating angiogenesis. 
Initially, to determine the safety in the use of the molecules, the acute toxicity bioassay with 
Artemia salina larvae and the hemolytic test in human erythrocytes were performed. Treatment 
with the structural precursor pd1 induced a high percentage of hemolysis (103.1 ± 10.2%) and 
provided toxicity to the microcrustaceans with CL50 of 58.1 ± 1.1 μM. However, the pd2-5 
complexes did not induce damage to the erythrocyte membrane (CI50 >200 µM), as well as 
were not toxic to microcrustaceans (CL50 >200 µM) at the tested concentrations, and were 
selected for elucidation of their respective biological properties. Subsequently, cell viability 
(MTT) assessment assay was performed on human breast cancer tumor cell lines isolated from 
triple negative metastatic tumor (MDA-MB-231) and glioma (U-373MG). The four distinct 
pd2-5 complexes demonstrated cytotoxic effect, most prominently pd5 with CI50 of 162.5 ± 
1.2 µM and 56.6 ± 1.1 µM, respectively, for MDA-MB-231 and U-373MG lineage. 
Additionally, the antiangiogenic properties of the molecules were investigated using the 
chicken embryonated egg chorioallantoic membrane (HET-CAM) assay. All pd2-5 metal 
complexes promoted reduction of the evaluated vascular parameters, including diameter, length 
and number of branching of blood vessels. In conclusion, the results obtained so far demonstrate 
that all pd2-5 metal complexes evaluated showed anticancer activity and were able to impair 
the formation of new blood vessels, with such effects observed in sub-toxic concentrations, 
making them, therefore, promising for the prospection of new drugs to strengthen an alternative 
line for the treatment of cancer, mainly because they act in two distinct therapeutic targets of 
the tumor microenvironment. 
 
Keywords: Anticancer agent. Antiangiogenic agent. Toxicity. Palladium. Schiff bases.
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1 INTRODUÇÃO 

 

O termo câncer é usado para denominar um conjunto com mais de 277 tipos diferentes 

de doenças, as quais são caracterizadas pela presença de células em crescimento descontrolado, 

que podem acumular uma série de adaptações para garantir a progressão da doença, como 

propriedades de proliferação sustentada, resistência a morte celular, instabilidade genômica, 

modulação inflamatória, indução de angiogênese, evasão ao sistema imunológico, invasão de 

tecidos adjacentes e metástase. Tais adaptações surgem como um conjunto de mutações e/ou 

alterações epigenéticas isoladas ou combinadas em oncogenes, genes supressores de tumor e/ou 

em genes reparadores do ácido desoxirribonucleico (DNA) [1-5]. 

Essa enfermidade é considerada uma das causas mais comuns de mortalidade no mundo. 

De acordo com estimativas mundiais do projeto Globocan, da International Agency Research 

on Cancer (IARC), no ano de 2020, houve 19,3 milhões de novos casos e aproximadamente 10 

milhões de mortes por câncer em todo o globo. A mais recente estimativa, ano 2022, realizada 

pelo Instituto Nacional de Câncer (INCA), aponta que ocorrerão no Brasil cerca de 704 mil 

novos casos de câncer em cada ano do triênio 2023-2025, configurando-o como um problema 

de saúde pública que abrange esferas epidemiológicas, sociais e econômicas [6, 7]. 

Nos últimos anos, avanços científicos e tecnológicos imprimiram novas perspectivas na 

terapêutica do câncer. Entretanto, uma série de limitações ainda permanecem vigentes, como 

(I) abordagens de tratamentos localizados e com alta eficiência apenas para cânceres em 

estágios iniciais de desenvolvimento – a exemplo da cirurgia e da radioterapia; e (II) abordagens 

terapêuticas sistêmicas – a exemplo da imunoterapia e da quimioterapia, sendo esta última a 

primeira a ser desenvolvida, possuindo maior uso clínico e acessibilidade econômica, a qual 

apresenta elevada toxicidade, efeitos colaterais indesejáveis, além de estar associada com a 

indução de resistência tumoral a múltiplas drogas. Por conseguinte, novos candidatos à agentes 

anticancerígenos têm sido investigados, a fim de superar os presentes obstáculos [8-11]. 

Dentro das possibilidades de novos compostos com potencial antitumoral, encontram-

se os complexos metálicos, em especial aqueles estruturalmente relacionados a bases de Schiff, 

que têm ganhado destaque em pesquisas internacionais por expressarem efeito antiproliferativo 

tumoral tanto por induzir a morte de células cancerígenas como também por modular o processo 

angiogênico com a utilização de concentrações subtóxicas. Essas habilidades podem atuar de 

modo sinérgico e cooperativo, tornando as supramencionadas moléculas, promissoras para a 

prospecção de fármacos mais eficazes e seguros para o tratamento oncológico [12-22]. 
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Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo investigar a toxicidade e o potencial 

efeito anticancerígeno e antiangiogênico de quatro novos complexos metálicos de paládio 

estruturalmente relacionados a bases de Schiff. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Tipo de estudo 

 

Trata-se de um estudo experimental, de caráter analítico, com abordagem quantitativa, 

em que foram realizados testes de toxicidade para avaliação da segurança no uso de um grupo 

de moléculas inéditas, além de ensaios para a elucidação das suas respectivas propriedades 

biológicas, mediante a determinação dos seus efeitos anticancerígenos e antiangiogênicos. 

 

2.2 Produtos químicos e reagentes 

 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), dimetilsulfóxido (DMSO), ácido 

clorídrico (HCl), ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), dodecil sulfato de sódio (SDS), 

penicilina, estreptomicina, azul de tripan, L-glutamina e o brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-

il)-2,5-difeniltetrazólio (MTT) foram adquiridos na Sigma Aldrich (St. Louis, MO, EUA). O 

soro bovino fetal (SBF) foi obtido na Cripion (Andradina, SP, Brasil). A solução fisiológica 

(0,9% NaCl) foi adquirida junto ao Laboratório Tayuyna (Nova Odesa, SP, Brasil). 

 

2.3 Moléculas estudadas 

 

Foi utilizada uma molécula de acetado de paládio, nomeada pd1, e uma coleção inédita 

com quatro complexos metálicos de paládio estruturalmente relacionados a bases de Schiff, 

denominados pd2, pd3, pd4 e pd5 (Figura S1). As amostras foram gentilmente cedidas por um 

grupo-colaborador de síntese química sediado na Universidade Federal da Paraíba (UFPB). 

Para realização e efetivação dos ensaios idealizados, as moléculas foram dissolvidas em 

DMSO puro e estéril para o preparo das soluções estoques a uma concentração de 50 mM. 

Posteriormente, foram diluídas seriadamente em meios nutrientes e/ou em solução fisiológica 

para obtenção das concentrações finais utilizadas nos tratamentos propostos. Importa salientar 

que a concentração final de DMSO não excedeu o limite de 0,02% para o teste da membrana 
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corioalantóide de ovos embrionados de galinha (HET-CAM) e 0,5% para os demais métodos - 

concentrações sem atividade para os ensaios propostos. 

 

2.4 Testes de toxicidade 

 

2.4.1 Ensaio de hemólise 

 

O potencial hemolítico foi avaliado de acordo com o método descrito por Dinesh e 

colaboradores [23] com algumas modificações. A priori, foram obtidas pequenas amostras de 

sangue periférico de colaboradores voluntários – declarados saudáveis e sem uso de 

medicamentos nas últimas 72 horas – sendo imediatamente estabilizadas em EDTA. 

Prontamente, o sangue total foi centrifugado (1.449 g, 5 min a 4°C) e, concomitantemente, foi 

realizada a lavagem dos eritrócitos, três vezes em solução fisiológica estéril. Após a finalização 

desta etapa, o último sedimento foi ressuspenso em 3 mL de solução fisiológica (Figura S2). 

Em seguida, a suspensão dos eritrócitos (2%) foi adicionada à solução contendo o 

acetado de paládio (pd1) e os distintos complexos metálicos de paládio (pd2-5), em diferentes 

concentrações (25-200 µM). Logo após, todos os grupos foram incubados por 1 hora a 37ºC. 

Perpassado o referido intervalo temporal, as células sanguíneas foram centrifugadas (1.449 g, 

5 min a 4°C), o sobrenadante foi coletado por aspiração suave e a absorbância foi medida em 

um espectofotômetro do tipo leitor de ELISA, a 540 nm (Biotek, Winooski, VT, EUA). Para o 

branco, necessário à leitura inicial, utilizou-se uma solução de NaCl 0,9%. Um controle positivo 

(H2O) e um controle negativo (NaCl 0,9%) foram empregados. 

 

2.4.2 Bioensaio de Artemia salina  

 

O teste de toxicidade aguda com Artemia salina seguiu o método descrito por Maia e 

colaboradores [24] com algumas adaptações. Inicialmente, os cistos foram obtidos em uma loja 

especializada de suprimentos para aquários (João Pessoa, PB, Brasil). Seguidamente, a cultura 

foi incubada em solução salina (0,04 g/mL de NaCl), sendo mantida sob temperatura ambiente 

por 24 horas para a eclosão. Após a finalização deste processo, 30 larvas foram transferidas 

para poços, em placas de 96 poços, com diferentes concentrações do acetado de paládio (pd1) 

e dos complexos metálicos de paládio (pd2-5) (25-200 µM). 

Transcorrido 24 horas de incubação, decorreu-se para a contagem dos organismos vivos 

e mortos, sendo considerados vivos todos aqueles que apresentaram qualquer tipo de 
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movimento quando observados próximos a uma fonte luminosa e ponderados mortos aqueles 

que permaneceram imóveis por mais de 10 segundos. Um controle positivo (DMSO 4,0%) e 

um controle negativo (NaCl 0,9%) foram utilizados (Figura S3). 

 

2.5 In vitro – Atividade antitumoral 

 

2.5.1 Cultura de células 

 

Foram utilizadas as linhagens de células tumorais aderentes MDA-MB-231 (câncer de 

mama humano isolada de tumor metastático triplo negativo) e U-373MG (linhagem celular de 

glioma humano), obtidas no Banco de Células do Rio de Janeiro (Brasil) ou de colaboradores. 

Para o cultivo destas respectivas células, foi utilizada a estrutura, gentilmente cedida, do 

Laboratório de Biologia Celular e Molecular da UFPB. 

As células foram mantidas em incubadora com 5% de CO2, a 37°C, e cultivadas em 

frascos de cultivo celular estéreis (25 cm2), contendo meio DMEM suplementado com 10% de 

SBF e acrescido de L-glutamina (300 mg/L) e dos antibióticos penicilina (100 U/mL) e 

estreptomicina (100 µg/mL). O meio de cultura foi trocado após o período de 48 horas. 

O crescimento celular foi acompanhado em microscópio óptico invertido e, a 

manutenção da cultura e ensaios posteriores foram realizados em capela de fluxo laminar, para 

garantir que não houvesse contaminações. A viabilidade celular foi estimada da seguinte forma: 

após a centrifugação das culturas celulares, o precipitado resultante foi ressuspendido em 

aproximadamente 2 mL de meio de cultura completo. Posteriormente, foi retirada uma alíquota 

de 90 µL deste volume e adicionado 10 µL do reagente azul de tripan, o qual possui a 

capacidade de penetrar nas células cujas membranas encontram-se danificadas, corando de azul 

as células inviáveis [25]. Do volume final, 10 µL foi retirado e adicionado à câmara de 

Neubauer para contagem celular. Os experimentos só foram realizados quando as células em 

análise atingiram uma viabilidade maior ou igual a 90% (Figura S4). 

 

2.5.2 Ensaio de redução do MTT 

 

A avaliação da citotoxicidade foi realizada de acordo com o método de redução do MTT 

(brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio), descrito por Mosmann [26] e 

adaptado por Souza-Ferrari e colaboradores [27]. 
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Primariamente, as linhagens MDA-MB-231 e U-373MG foram semeadas em placas de 

cultura de 96 poços, em densidades específicas de 1 x 105 células/mL e 3 x 104 células/mL, 

respectivamente. Perpassado um período “overnight”, as células foram expostas a diferentes 

concentrações dos complexos metálicos de paládio (pd2-5) (25-200 μM), as quais foram 

dissolvidas no meio, e incubadas por um período de 24 horas, a 37°C, com 5% de CO2. Um 

controle positivo (DMSO 5,0%) e um controle negativo (meio de cultura) foram utilizados. 

Respeitado o referido tempo de incubação, as placas foram centrifugadas (500 g, 5 min), 

o sobrenadante foi parcialmente removido, os poços foram lavados com PBS e foi adicionado 

o MTT (5 mg/mL em PBS) (m/v). Transcorrido um período de 3 horas, adicionou-se uma 

solução de 10% de SDS e 0,01% de HCl para solubilização dos cristais de formazan e, 

seguidamente, as placas foram lidas em um espectrofotômetro do tipo leitor de ELISA, a 570 

nm (Biotek, Winooski, VT, EUA) (Figura S5). 

 

2.6 Ex vivo – Atividade antiangiogênica 

 

2.6.1 Teste da membrana corioalantóide de ovos embrionados de galinha (HET-CAM) 

 

Os ensaios para avaliação da atividade antiangiogênica pelo método HET-CAM foram 

realizados de acordo com o método descrito por Ambika e colaboradores [13] com algumas 

adaptações. Preliminarmente, ovos fertilizados da espécie Gallus domesticus foram adquiridos, 

higienizados (álcool 70%) e acondicionados em uma incubadora automática sob temperatura 

controlada de 37°C e com umidade relativa do ar de aproximadamente 33%. 

No 3° dia do desenvolvimento embrionário, foi realizada uma abertura circular na região 

da câmara de ar da casca dos ovos com auxílio de uma pinça anatômica e tesoura sem ponta. 

Em seguida, foi retirada a membrana interna da casca e aspirado 5 mL de albumina para melhor 

visualização da membrana corioalantóica (MCA). Subsequentemente, as aberturas foram 

vedadas com material apropriado para manutenção da umidade, sem perda da visibilidade do 

embrião, e os ovos foram novamente inseridos na incubadora. No 4° dia de desenvolvimento 

embrionário, discos de papel filtro estéril (6 mm de diâmetro) adsorvidos com 10 µL de solução 

dos complexos metálicos de paládio (pd2-5) (10 μM) foram implantados no terço externo da 

MCA. Para as experiências de controle positivo e negativo foram utilizados discos embebidos 

com 10 µL de dexametasona (4 mg/mL) e solução salina (0,9% NaCl), respectivamente. 

Em um período de 0h, 6h e 24h de incubação, foram registradas imagens com o auxílio 

de um aparato fotográfico acoplado a um estereomicroscópio sob lente objetiva de 10x (Leica 
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ES2). As fotografias obtidas foram analisadas com o auxílio do software ImageJ, versão 1.53, 

o que permitiu realizar a quantificação dos seguintes parâmetros angiogênicos, como diâmetro, 

comprimento e ramificações dos vasos sanguíneos (Figura S6). 

 

2.7 Análise estatística 

 

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão de 3 ou 4 experimentos 

independentes, efetuados em duplicata ou triplicata. Os dados foram comparados por análise de 

variância de uma via (ANOVA), seguido do pós-teste de Newman-Keuls ou t-Student 

independente, por intermédio do programa estatístico GraphPad Prism, versão 7.0. Os 

resultados foram considerados significativos quando p<0,05.  

Para determinação da CL50 (concentração média capaz de induzir a morte de 50% dos 

organismos-teste) e da CI50 (concentração inibitória média capaz de causar 50% do efeito 

máximo), foi realizada a regressão não-linear. 

 

2.8 Aspectos éticos 

 

A utilização de culturas in vitro de células, o bioensaio com Artemia salina e o teste da 

membrana corioalantóide de ovos embrionados da espécie Gallus domesticus (HET-CAM) 

representam ensaios alternativos ao uso de animais, e não requerem aprovação por Comissão 

de Ética no Uso de Animais, conforme dispõe a Lei nº 11.794, de 8 de outubro de 2008, e 

normas internacionais [28, 29]. 

É imperativo pontuar, porém, que de acordo com Resolução n° 466/12 e a Resolução nº 

510/16, “toda pesquisa envolvendo seres humanos deve ser submetida à apreciação de um 

Comitê de Ética em Pesquisa”. Nesse sentido, para realização do método hemolítico com 

eritrócitos humanos, o projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de 

Educação e Saúde (CES) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), sob número 

085608/2021 em concordância com os regimentos éticos e legais vigentes (Anexo A). 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

3.1 Avaliação da toxicidade 

 

A concentração de um fármaco na circulação sistêmica, e possivelmente no local do 

tumor, é significativamente influenciada pela via de administração. Na prática clínica atual, a 

maioria dos fármacos anticancerígenos são administrados pela via endovenosa pelo fato de 

garantir uma biodisponibilidade imediata e completa. Entretanto, embora apresente benefícios 

que garantem uma dosagem precisa, tal via também apresenta uma série de limitações, pois 

devido à sua rápida absorção na corrente sanguínea, células deste tecido histológico podem ser 

comprometidas, a exemplo dos eritrócitos [30, 31, 32]. 

Por essa razão, a avaliação do efeito de novos compostos bioativos com potencial 

anticâncer na viabilidade destas células sanguíneas pode sugerir um perfil de segurança e de 

hemocompatibilidade, tornando-se útil para a formulação de fármacos antineoplásicos com a 

menor probabilidade de apresentarem efeitos adversos nos pacientes, como a hemólise – termo 

usado para indicar a lise da membrana eritrocitária com liberação da hemoglobina no plasma – 

a qual resulta em quadros de anemia hemolítica, sendo uma das principais complicações clínicas 

atribuíveis aos agentes quimioterápicos convencionais [31]. 

Na Tabela 1, pode-se observar que o precursor pd1 induziu um elevado percentual de 

hemólise de 103,1 ± 10,2%, equivalente ao controle positivo (p>0,05). No entanto, os 

complexos pd2-5 (200 µM), demonstraram baixa capacidade de induzir danos na membrana 

eritrocitária, com percentuais de hemólise equivalentes a um percentual residual de 2,7 ± 0,4% 

demonstrado pelo controle negativo (p>0,05). 

A cisplatina, complexo metálico de amplo uso clínico para o tratamento do câncer, 

também apresentou um efeito mínimo na indução de hemólise [33, 34]. Tal situação pode estar 

relacionada ao fato de as hemácias serem células anucleadas, e os mecanismos citotóxicos dos 

complexos metálicos estarem muitas vezes associados com danos ao DNA, os quais interferem 

na transcrição e replicação [16, 35, 36]. 

Por isso, também foi usado o modelo de Artemia salina para investigação da toxicidade 

aguda dos complexos metálicos de paládio, expressos como estimativa da CL50. Foi possível 

constatar, após 24 horas de incubação, que nenhum dos complexos metálicos pd2-5 

investigados apresentaram efeito tóxico nas concentrações estudadas (≤200 µM). Porém, o 

precursor estrutural pd1 demonstrou toxicidade, com CL50 de 58,1 ± 1,1 μM (Tabela 1). 
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Assim, pode-se sugerir que a associação de pd1 aos ligantes simétricos derivados do 

ácido de Meldrum e estruturalmente relacionados a bases de Schiff resulta em uma série de 

complexos metálicos seguros para aplicação e investigação de propriedades farmacológicas. 

Tabela 1. Análise da toxicidade dos distintos complexos metálicos de paládio (pd1-5) (≤200 

μM) em eritrócitos humanos e em larvas de Artemia salina. 

 FÓRMULA QUÍMICA 
TOXICIDADE 

Hemólise Artemia salina 
CP H2O 99,9 ± 12,9 NA 
CN NaCl 2,7 ± 0,4a - 
pd1 C4H6O4Pd 103,1 ± 10,2 58,1 ± 1,1 
pd2 C26H26N2O8Pd 2,0 ± 0,4a >200 
pd3 C20H18N2O8Pd 1,9 ± 0,6a >200 
pd4 C22H22N2O8Pd 2,4 ± 0,5a >200 
pd5 C28H30N2O8Pd 2,3 ± 0,5a >200 

DMSO C2H6OS 3,8 ± 0,2 2,4 ± 1,8 

(I) Atividade hemolítica - os dados são expressos em porcentagem das médias ± desvio padrão de três experimentos 

efetuados em duplicata, analisados por análise de variância de uma via (ANOVA), seguido do pós-teste de 

Newman-Keuls. ap<0,05 em comparação com o CP. (II) Toxicidade aguda - os dados são expressos como média 

da CL50 (μM) ± desvio padrão de três experimentos realizados em duplicata e a análise foi realizada por regressão 

não-linear 

Fonte: Banco de dados do estudo (2022). 

Legenda: CP (controle positivo), CN (controle negativo) e NA (não se aplica). 

 

3.2 Efeitos biológicos 

 

O efeito citotóxico e/ou antiproliferativo dos complexos metálicos foi avaliado por meio 

do ensaio de redução do MTT, em uma linhagem celular humana de câncer de mama isolada 

de tumor metastático triplo negativo (MDA-MB-231) e em uma linhagem tumoral humana de 

células da glia – glioma (U-373 MG). 

O precursor pd1 não foi investigado, em virtude da elevada toxicidade demonstrada em 

modelos não cancerígenos. Contudo, foi possível constatar que os complexos pd2-5 

demonstraram efeito anticâncer, com maior efeito observado para o complexo pd2 que 

apresentou CI50 de 43,2 ± 1,5 µM, para a linhagem celular U-373MG, e para o complexo pd5, 

que apresentou citotoxicidade para os dois tipos de câncer, com CI50 de 162,5 ± 1,2 e 56,6 ± 1,1 

µM, respectivamente, para MDA-MB-231 e U-373MG (Tabela 2). 

Sob o prisma da relação estrutura-atividade dos compostos, repara-se que os complexos 

pd2 e pd5 expressam semelhanças estruturais relacionadas ao grupo metil, fato que lhes 
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conferem uma alta lipofilicidade, o que favorece a passagem das moléculas pela membrana 

plasmática das células, sendo um dos possíveis fatores envolvidos com seus efeitos citotóxicos. 

Tabela 2. Efeito citotóxico dos distintos complexos metálicos (pd2-5) e da substância controle 

(DMSO) sobre a viabilidade da linhagem MDA-MB-231 e U-373MG, após um período de 24 

horas de tratamento, avaliado pelo método de redução do MTT. 

 

TRATAMENTO 
LINHAGENS TUMORAIS 

MDA-MB-231 U-373MG 
pd2 >200 43,2 ± 1,5 

pd3 >200 180,5 ± 1,8 

pd4 >200 182,2 ± 1,2 

pd5 162,5 ± 1,2 56,6 ± 1,1 
DMSO >5 4,7 ± 3,5 

Os dados são expressos como média dos valores da CI50 (μM) ± desvio padrão de três experimentos efetuados em 

triplicata e a análise foi realizada por regressão não-linear. 

Fonte: Banco de dados do estudo (2022). 

É oportuno destacar que as supracitadas linhagens tumorais são resistentes à cisplatina, 

que demonstrou CI50 >250 e ~150 µM, respectivamente, para MDA-MB-231 [37] e U-373MG 

[38]. A resistência à cisplatina por parte das células cancerígenas pode estar relacionada aos 

seguintes mecanismos moleculares: (I) diminuição da captação e absorção da droga pela célula 

- por exemplo, pela redução da expressão dos canais transportadores de cobre 1 (CTR1), (II) 

aumento do efluxo da droga para fora da célula - por exemplo, pela indução da superexpressão 

das proteínas ATP7A (ATPase copper transporting alpha), ATP7B (ATPase copper 

transporting beta) e MRP2 (Multidrug resistance-associated protein 2), (III) aumento do 

processo de detoxificação - por exemplo, pelo aumento das concentrações da glutationa (GSH), 

metalotioneínas (MTs) e/ou de outras proteínas ricas em cisteína, e (IV) aumento da capacidade 

de reparo do DNA danificado - por exemplo, pela maior expressão de genes da via de reparo 

por excisão de nucleotídeos (NER), via de reparo por recombinação homóloga (HR) e via de 

reparo de incompatibilidade (MMR) [39-42]. 

Face ao exposto, percebe-se a urgência no desenvolvimento de novas moléculas que 

apresentem atividade antitumoral e que possam ser utilizadas como agentes antineoplásicos, 

sobretudo em células tumorais que apresentem resistência celular aos tratamentos disponíveis. 

Verifica-se que o complexo pd5 apresentou efeito citotóxico e/ou antiproliferativo para as duas 

referidas linhagens analisadas, sendo tais resultados verificados em concentrações subtóxicas, 

indicando um perfil de segurança específico para possíveis utilizações por ter demonstrado 

hemocompatibilidade e ausência de toxicidade aguda. 
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Para além do clássico efeito citotóxico relatado como mecanismo de ação anticâncer das 

metalodrogas, estudos recentes têm demonstrado a capacidade dos complexos metálicos – em 

especial aqueles estruturalmente relacionados a bases de Schiff – de interferirem no processo 

de formação de novos vasos sanguíneos [43-46]. 

A angiogênese – um clássico marcador tumoral – tornou-se um alvo terapêutico 

promissor para inibir e/ou controlar a progressão, invasão e metástase tumoral. Isso porque os 

tumores necessitam do rápido desenvolvimento de uma rede vascular para fornecer suporte à 

alta taxa proliferativa das células malignas, para manter o suprimento adequado de nutrientes e 

oxigênio ao microambiente tumoral e para garantir a remoção dos produtos metabólicos dos 

tumores em expansão. Diante disso, a supressão dos vasos sanguíneos tumorais representa um 

dos mais importantes métodos para a terapia do câncer [47-53]. 

Desde o estabelecimento da angiogênese tumoral como um alvo terapêutico, novos e 

eficazes agentes antiangiogênicos foram desenvolvidos. Hodiernamente, as principais classes 

farmacológicas dos compostos antiangiogênicos em uso clínico estão direcionadas à via do fator 

de crescimento endotelial vascular (VEGF), as quais incluem: (I) os anticorpos monoclonais 

dirigidos ao VEGF (por exemplo, bevacizumab), (II) os inibidores da tirosina quinase (TKIs) 

(por exemplo, sunitinib), (III) receptor chamariz ou armadilha de VEGF (por exemplo, 

aflibercept), e (IV) os inibidores do receptor do fator de crescimento endotelial vascular 2 

(VEGFR-2) (por exemplo, ramucirumab) [54-57]. 

Embora diversas pesquisas e avanços científicos tenham acontecido nos últimos anos, 

as supracitadas categorias farmacológicas ainda dispõem de certas limitações, principalmente 

associadas aos seus elevados custos financeiros - sendo inacessíveis para uma grande parcela 

populacional, resistência tumoral e elevada toxicidade, particularmente toxicidade vascular - 

corroborando para casos de hipertensão e tromboembolismo, cardiotoxicidade, nefrotoxicidade 

e hepatotoxicidade. Esses efeitos secundários comprometem a saúde dos pacientes e requerem 

a redução da dosagem dos medicamentos, até mesmo suspendendo a administração, 

comprometendo o efeito terapêutico [58-64]. 

À vista disso, evidencia-se a importância e a necessidade de estudos farmacológicos e 

toxicológicos de novas substâncias, na perspectiva de encontrar moléculas bioativas que atuem 

com maior seletividade em alvos moleculares da angiogênese tumoral e que propiciem, 

simultaneamente, baixa toxicidade sistêmica, menos custos financeiros e mais qualidade de 

vida aos indivíduos durante o tratamento oncológico. 
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Assim, investigou-se o efeito antiangiogênico dos complexos pd2-5, em concentrações 

subtóxicas, através do método HET-CAM, o qual permite a análise de parâmetros vasculares, 

como diâmetro, comprimento e ramificação de vasos sanguíneos (Figura S9-17). 

Na Tabela 3, pode-se observar que todos os quatro distintos complexos estudados, 

quando comparados aos parâmetros registrados em tempo inicial (0 horas) – normalizados para 

100%, promoveram redução do diâmetro, do comprimento e do número de ramificação de vasos 

sanguíneos (p<0,05), a partir do menor tempo de incubação (6 horas). 

Tabela 3. Análise dos distintos parâmetros vasculares, obtidos pelo ensaio do HET-CAM, após 

exposição da membrana corioalantóide com os diferentes complexos metálicos (pd2-5), com a 

substância controle (solução salina) e com a dexametasona, por 6 e 24 horas. 

TRATAMENTO TEMPO DIÂMETRO COMPRIMENTO RAMIFICAÇÕES pValor 

CONTROLE 
6h 121,60 ± 2,6 119,20 ± 2,7 115,10 ± 2,5 

p<0,05 
24h 139,80 ± 4,4 143,70 ± 4,7 145,60 ± 4,5 

pd2 
6h 71,31 ± 2,0 86,17 ± 1,7 78,16 ± 2,1 

p<0,05 
24h 53,95 ± 2,6 81,17 ± 2,6 69,92 ± 2,0 

pd3 
6h 74,77 ± 2,0 89,21 ± 2,2 78,31 ± 2,5 

p<0,05 
24h 55,18 ± 2,7 86,05 ± 3,3 71,99 ± 2,7 

pd4 
6h 68,83 ± 2,2 83,69 ± 2,2 71,06 ± 2,6 

p<0,05 
24h 42,24 ± 4,1 66,40 ± 6,1 62,32 ± 4,1 

pd5 
6h 67,89 ± 2,3 87,18 ± 1,3 70,56 ± 2,1 

p<0,05 
24h 51,90 ± 4,4 77,72 ± 2,3 61,45 ± 4,2 

DEXAMETASONA 
6h 54,46 ± 8,2 89,90 ± 2,2 73,32 ± 8,1 

p<0,05 
24h 33,64 ± 5,8 78,10 ± 1,6 58,32 ± 5,3 

Os dados são expressos em porcentagem como as médias ± desvio padrão de quatro experimentos realizados em 

triplicata, analisados por ANOVA seguido do pós-teste t-Student. 

pValor - quando comparado ao tempo de 0 horas de incubação, normalizado de forma padrão para 100%. 

Fonte: Banco de dados do estudo (2022). 

Os compostos com efeito antiangiogênico podem ser direcionados ao tratamento do 

câncer por favorecer: (I) a citorredução do tumor primário, contribuindo para melhorar as 

margens cirúrgicas dos tecidos e/ou órgãos sobressalentes; (II) a conversão de uma lesão não 

ressecável em uma que é potencialmente ressecável, garantindo a operabilidade e reduzindo a 

mortalidade operatória; e (III) a prevenção de lesões metastáticas ocultas não detectáveis no 

momento da cirurgia [65-69]. 

Finalmente, deve-se ressaltar que em virtude do potencial antiangiogênico demonstrado 

pelos complexos pd2-5, pode-se ainda tê-los com uma alternativa para estudos direcionados a 

um conjunto de doenças denominadas “angiogenesis-dependent diseases”, incluindo a artrite 
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reumatoide, degeneração macular relacionada à idade, retinopatia diabética, aterosclerose, 

psoríase, lúpus eritematoso sistêmico, endometriose, dentre outras [70-72]. 

 

4 CONCLUSÃO 

 

À guisa de conclusão, este estudo demonstrou que todos os complexos metálicos de 

paládio investigados apresentaram atividade citotóxica em células cancerígenas resistentes à 

cisplatina, bem como, foram capazes de comprometer a formação de novos vasos sanguíneos, 

sendo tais efeitos observados em concentrações subtóxicas, não demonstrando toxicidade em 

modelos saudáveis, superando, portanto, uma das principais limitações existentes na atualidade 

frente aos fármacos antineoplásicos que é a ausência de seletividade e elevada toxicidade em 

células saudáveis. 

Sendo assim, as moléculas estudadas tornam-se promissoras para a prospecção de novos 

fármacos para o fortalecimento de uma linha alternativa para o tratamento do câncer, 

principalmente pelo fato de atuarem em duas vias distintas para o controle de tumores 

cancerígenos, tendo em vista que induziram a morte de células tumorais ao passo que inibiram 

o processo angiogênico. Essas habilidades podem certamente reduzir a chance da resistência 

cancerígena e a necessidade da utilização de múltiplas drogas, aumentando as perspectivas de 

êxito terapêutico, sobrevida e qualidade de vida dos pacientes durante o tratamento oncológico. 

Destaca-se, por fim, que os resultados apresentados neste trabalho integram um relatório 

de pedido de depósito de patentes já efetuado pela UFCG junto ao INPI (Instituto Nacional da 

Propriedade Industrial), registrado sob número BR1020220235856. 
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DADOS SUPLEMENTARES 

 

Figura S1. Representação das estruturas químicas do acetato de paládio (pd1) e dos complexos metálicos de paládio (pd2-5) utilizados no presente 

estudo. 

 

Fonte: pd1 (adaptado de Discovery Fine Chemicals, 2022); pd2-5 (criado pelo próprio autor, 2022). 
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Figura S2. Representação esquemática do ensaio de hemólise em eritrócitos humanos. 

 

Fonte: Criado pelo próprio autor por meio do software BioRender (2022). 
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Figura S3. Representação esquemática do bioensaio de toxicidade aguda com Artemia salina. 

 

Fonte: Criado pelo próprio autor por meio do software BioRender (2022). 
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Figura S4. Representação esquemática das etapas do cultivo celular. 

 

Fonte: Criado pelo próprio autor por meio do software BioRender (2022). 
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Figura S5. Representação esquemática do ensaio de redução do MTT. 

 

Fonte: Criado pelo próprio autor por meio do software BioRender (2022). 
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Figura S6. Representação esquemática do teste da membrana corioalantóide de ovos embrionados de galinha (HET-CAM). 

 

Fonte: Criado pelo próprio autor por meio do software BioRender (2022).
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Figura S7. Análise da toxicidade de diferentes concentrações do DMSO (0,5%, 1,0%, 2,0%, 

4,0% e 12,0%) em dois modelos distintos. (A) atividade hemolítica e (B) toxicidade aguda em 

larvas de Artemia salina. 

 

Os dados são expressos em porcentagem das médias ± desvio padrão de três experimentos independentes, 

efetuados em duplicata, analisados por análise de variância de uma via (ANOVA), seguido do pós-teste de 

Newman-Keuls. (a) representa p<0,05 em comparação ao CP (H2O) ou ao CN (solução salina). 

Fonte: Banco de dados do estudo (2022). 

Legenda: CP (controle positivo) e CN (controle negativo). 
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Figura S8. Efeito citotóxico das diferentes concentrações do DMSO (0,5% e 5,0%) sobre a 

viabilidade da linhagem U-373MG (A) e MDA-MB-231 (B), após um período de 24 horas de 

tratamento, avaliado pelo ensaio de redução do MTT. 

 

Os dados são expressos em porcentagem das médias dos valores da CI50 (μM) ± desvio padrão de três experimentos 

independentes, efetuados em duplicata, analisados por análise de variância de uma via (ANOVA), seguido do pós-

teste de Newman-Keuls. (a) representa p<0,05 em comparação ao CN (meio de cultura). 

Fonte: Banco de dados do estudo (2022). 

Legenda: CN (controle negativo). 
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Figura S9. Efeito antiangiogênico do complexo metálico pd2 (10 µM) avaliado pelo método 

HET-CAM. (A) Análise qualitativa da fotomicrografia representativa do sistema vascular em 

desenvolvimento da membrana corioalantóide tratado com o complexo metálico pd2, após um 

período de tratamento de 0h, 6h e 24h. Análise quantitativa dos parâmetros vasculares (B) 

diâmetro, (C) comprimento e (D) número de ramificações vasculares. 

 

Os dados foram expressos em porcentagem como as médias ± desvio padrão de quatro experimentos realizados 

em triplicata, analisados por ANOVA seguido do pós-teste t-Student, (a) representa p<0,05 em comparação ao 

tempo 0h de incubação - normalizado de forma padrão para 100%. 

Fonte: Banco de dados do estudo (2022). 
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Figura S10. Efeito antiangiogênico do complexo metálico pd3 (10 µM) avaliado pelo método 

HET-CAM. (A) Análise qualitativa da fotomicrografia representativa do sistema vascular em 

desenvolvimento da membrana corioalantóide tratado com o complexo metálico pd3, após um 

período de tratamento de 0h, 6h e 24h. Análise quantitativa dos parâmetros vasculares (B) 

diâmetro, (C) comprimento e (D) número de ramificações vasculares. 

 

Os dados foram expressos em porcentagem como as médias ± desvio padrão de quatro experimentos realizados 

em triplicata, analisados por ANOVA seguido do pós-teste t-Student, (a) representa p<0,05 em comparação ao 

tempo 0h de incubação - normalizado de forma padrão para 100%. 

Fonte: Banco de dados do estudo (2022). 
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Figura S11. Efeito antiangiogênico do complexo metálico pd4 (10 µM) avaliado pelo método 

HET-CAM. (A) Análise qualitativa da fotomicrografia representativa do sistema vascular em 

desenvolvimento da membrana corioalantóide tratado com o complexo metálico pd4, após um 

período de tratamento de 0h, 6h e 24h. Análise quantitativa dos parâmetros vasculares (B) 

diâmetro, (C) comprimento e (D) número de ramificações vasculares. 

 

Os dados foram expressos em porcentagem como as médias ± desvio padrão de quatro experimentos realizados 

em triplicata, analisados por ANOVA seguido do pós-teste t-Student, (a) representa p<0,05 em comparação ao 

tempo 0h de incubação - normalizado de forma padrão para 100%. 

Fonte: Banco de dados do estudo (2022). 
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Figura S12. Efeito antiangiogênico do complexo metálico pd5 (10 µM) avaliado pelo método 

HET-CAM. (A) Análise qualitativa da fotomicrografia representativa do sistema vascular em 

desenvolvimento da membrana corioalantóide tratado com o complexo metálico pd5, após um 

período de tratamento de 0h, 6h e 24h. Análise quantitativa dos parâmetros vasculares (B) 

diâmetro, (C) comprimento e (D) número de ramificações vasculares. 

 

Os dados foram expressos em porcentagem como as médias ± desvio padrão de quatro experimentos realizados 

em triplicata, analisados por ANOVA seguido do pós-teste t-Student, (a) representa p<0,05 em comparação ao 

tempo 0h de incubação - normalizado de forma padrão para 100%. 

Fonte: Banco de dados do estudo (2022). 
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Figura S13. Efeito angiogênico da solução salina avaliado pelo método HET-CAM. (A) 

Análise qualitativa da fotomicrografia representativa do sistema vascular em desenvolvimento 

da membrana corioalantóide tratado com a solução salina, após um período de tratamento de 

0h, 6h e 24h. Análise quantitativa dos parâmetros vasculares (B) diâmetro, (C) comprimento e 

(D) número de ramificações vasculares. 

 

Os dados foram expressos em porcentagem como as médias ± desvio padrão de quatro experimentos realizados 

em triplicata, analisados por ANOVA seguido do pós-teste t-Student, (a) representa p<0,05 em comparação ao 

tempo 0h de incubação - normalizado de forma padrão para 100%. 

Fonte: Banco de dados do estudo (2022). 
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Figura S14. Efeito antiangiogênico da dexametasona avaliado pelo método HET-CAM. (A) 

Análise qualitativa da fotomicrografia representativa do sistema vascular em desenvolvimento 

da membrana corioalantóide tratado com dexametasona, após um período de tratamento de 0h, 

6h e 24h. Análise quantitativa dos parâmetros vasculares (B) diâmetro, (C) comprimento e (D) 

número de ramificações vasculares. 

 

Os dados foram expressos em porcentagem como as médias ± desvio padrão de quatro experimentos realizados 

em triplicata, analisados por ANOVA seguido do pós-teste t-Student, (a) representa p<0,05 em comparação ao 

tempo 0h de incubação - normalizado de forma padrão para 100%. 

Fonte: Banco de dados do estudo (2022). 
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Figura S15. Efeito angiogênico do DMSO (0,02%) avaliado pelo método HET-CAM. (A) 

Análise qualitativa da fotomicrografia representativa do sistema vascular em desenvolvimento 

da membrana corioalantóide tratado com DMSO (0,02%), após um período de tratamento de 

0h, 6h e 24h. Análise quantitativa dos parâmetros vasculares (B) diâmetro, (C) comprimento e 

(D) número de ramificações vasculares. 

 

Os dados foram expressos em porcentagem como as médias ± desvio padrão de quatro experimentos realizados 

em triplicata, analisados por ANOVA seguido do pós-teste t-Student, (a) representa p<0,05 em comparação ao 

tempo 0h de incubação - normalizado de forma padrão para 100%. 

Fonte: Banco de dados do estudo (2022). 
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Figura S16. Efeito antiangiogênico do DMSO (0,2%) avaliado pelo método HET-CAM. (A) 

Análise qualitativa da fotomicrografia representativa do sistema vascular em desenvolvimento 

da membrana corioalantóide tratado com DMSO (0,2%), após um período de tratamento de 0h, 

6h e 24h. Análise quantitativa dos parâmetros vasculares (B) diâmetro, (C) comprimento e (D) 

número de ramificações vasculares. 

 

Os dados foram expressos em porcentagem como as médias ± desvio padrão de quatro experimentos realizados 

em triplicata, analisados por ANOVA seguido do pós-teste t-Student, (a) representa p<0,05 em comparação ao 

tempo 0h de incubação - normalizado de forma padrão para 100%. 

Fonte: Banco de dados do estudo (2022). 
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Figura S17. Efeito antiangiogênico do DMSO (2,0%) avaliado pelo método HET-CAM. (A) 

Análise qualitativa da fotomicrografia representativa do sistema vascular em desenvolvimento 

da membrana corioalantóide tratado com DMSO (2,0%), após um período de tratamento de 0h, 

6h e 24h. Análise quantitativa dos parâmetros vasculares (B) diâmetro, (C) comprimento e (D) 

número de ramificações vasculares. 

 

Os dados foram expressos em porcentagem como as médias ± desvio padrão de quatro experimentos realizados 

em triplicata, analisados por ANOVA seguido do pós-teste t-Student, (a) representa p<0,05 em comparação ao 

tempo 0h de incubação - normalizado de forma padrão para 100%. 

Fonte: Banco de dados do estudo (2022). 
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ANEXOS 

 

Anexo A. Parecer Consubstanciado do Comitê de Ética em Pesquisa do Centro de Educação e 

Saúde (CES) da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG). 
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