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RESUMO 

As propriedades químicas redox-ativas do oligoelemento cobre o tornam cofator 

essencial para diversos mecanismos celulares como o de produção de ROS. 

Polifenóis vêm sendo utilizados no mecanismo de ação pró-oxidante de interação 

com íons Cu (II) endógeno para a produção dessas espécies oxigênio reativas em 

excesso como tratamento de malignidades, levando a apoptose. O presente trabalho 

estudou os íons Cu (II) no mecanismo de formação do complexo com Resveratrol 

em modelo de células MCF-7. Analisamos a seletividade do Resveratrol frente ao 

íon metálico cúprico utilizando CLAE (Cromatografia Líquida de Alta Eficiência) e 

verificou-se a formação do complexo Resveratrol-Cobre por meio de UV-VIS 

(Espectrofotometria de Ultra-Violeta Visível). Analisou-se a morfologia celular e 

localização do íon metálico por MET-EDS (Microscopia de Transmissão Eletrônica 

com Espectroscopia Dispersiva de Raios-X). Morte celular por apoptose e 

quantificação de ROS na linhagem enriquecida com cobre e tratadas com 

Resveratrol foi feita por Citometria de Fluxo. Os resultados mostram a seletividade 

do composto polifenólico pelo íon cobre bem como a formação do complexo 

Resveratrol-Cobre em condições extracelulares, porém mesmo com a verificação de 

acúmulo de cobre endógeno, em condições fisiológicas in vitro não foi constatada a 

formação do referido, pois não houve formação de ROS e morte celular conseguinte. 

Em suma, Nossa pesquisa revela que em condições in vitro para a linhagem MCF-7, 

não há formação de complexo Resveratrol-Cobre como observado quimicamente em 

quantidades sub-letais de células enriquecidas com CuSO4 e tratadas com 

Resveratrol. 

 

 

Palavras chave:  cobre, Resveratrol, MCF-7, ROS, apoptose, CLAE, MET-EDS, 

Citometria de Fluxo.            
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ABSTRACT 

The redox-active chemical properties of trace element copper make it an essential 

cofactor for several cellular mechanisms, as for ROS production. Polyphenols have 

been used in the pro-oxidant mechanism of action of interaction with endogenous Cu 

(II) ions for the production of reactive oxygen species in excess as a treatment for 

malignancies, leading to apoptosis. This work studied Cu (II) ions in the complex 

formation mechanism with Resveratrol in MCF-7 cells model. We analyzed the 

selectivity of Resveratrol in relation to the cupric metal ion using HPLC (High-

Performance Liquid Chromatography) and the formation of the compound 

Resveratrol-Copper through UV-VIS (Ultra-Violet Visible Spectrophotometry). We 

analyzed the cellular morphology and location of the metal ion by MET-EDS 

(Electronic Transmission microscopy with Dispersive X-ray Spectroscopy). Cell death 

by apoptosis and quantification of ROS in said cell line with copper enrichment and 

treated with Resveratrol was made by flow cytometry. The results show the selectivity 

of the polyphenol compound by copper ion as well as the formation of the complex 

Resveratrol-Copper in extracellular conditions, however even with verification of 

endogenous copper accumulation in physiological conditions in vitro, the formation of 

that complex did not occur because there was no production of ROS and therefore, 

no cell death. In short, our research reveals that for in vitro conditions for the MCF-7 

line, there's no Resveratrol-Copper complex formation as observed in sub-lethal 

quantities of chemically enriched cells with CuSO4 and treated with Resveratrol. 

 

 

Keywords:  copper, Resveratrol, MCF-7, ROS, apoptosis, HPLC, TEM-EDS, Flow 

Cytometry.            
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4. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Bioquímica do Cobre e Doenças Relacionadas 

1.1.1. Reações enzimáticas  

 Cobre é um oligoelemento que desempenha importante papel nas 

reações bioquímicas regulatórias dos organismos vivos (1). Suas propriedades 

químicas o tornam cofator essencial para catálise de diversas reações enzimáticas 

como angiogênese, embriogênese, mecanismos do desenvolvimento, respiração, 

manutenção e crescimento celular (2, 3, 4).  

 Numa reação química, no nível molecular, íons de cobre podem auxiliar 

no mecanismo de reações intracelulares pela sua capacidade estrutural de formação 

de uma ponte entre uma enzima e um substrato (5). A característica fundamental 

que permite a participação do cobre nessas e em outras reações celulares, é a 

possibilidade do íon catalizar transferências eletrônicas no ambiente biológico, tendo 

alta capacidade redox, sendo encontrado em ambos os estados de oxidação Cu (I) e 

Cu (II) (4, 5, 6, 7, 8, 9).   

 No nível celular, proteínas como citocromo c oxidase, superóxido 

dismutase e lisil oxidase interagem com o cobre. Estas proteínas estão ligadas a 

complexos mecanismos de detoxificação celular. Por exemplo, o citocromo c oxidase 

está relacionado diretamente à redução de oxigênio durante respiração aeróbica e 

as superóxido dismutases (SOD) à eliminação das espécies reativas de oxigênio 

(ROS) (10, 11, 12).  

          

1.1.2. Transporte Intracelular de Cobre 

 

       Cu+ é principalmente transportado para o interior da célula eucariota pelo 

receptor de membrana Ctr1 (13, 14). Além desta proteína, um sistema de 

metalochaperonas citoplasmáticas também parecem estar envolvidas no transporte 

intracelular destes íons. Este sistema está constituído por Atox1, CCS (chaperona 

para Cu e Zn) e Cox17, também como ATPases (ATP7 A e ATP7 B) conhecidas 

pelo seu papel no transporte de cobre para chaperonas tais como Murr1, 

metalotioneína (MT-1 e MT-2) e proteína precursora amiloide (APP). Estas últimas 
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proteínas são finalmente responsáveis pela entrega do íon para as enzimas que 

metabolizam cobre (15). 

      Esses sistemas de regulação de transporte intracelular de cobre permitem 

que exista uma homeostase dos níveis de cobre (16). Uma perturbação nesse 

balanço, acarreta diversas modificações que podem ser letais para o funcionamento 

celular. Níveis do íon cobre abaixo do normal ou excessivos geram problemas para a 

saúde (17, 18). Por exemplo, seu desbalanço pode promover estados patológicos, 

como a doença de Menkes, que é conseqüência de uma série de mutações no gene 

transportador de cobre ATP7 A, responsável pela destribuição de cobre para 

enzimas dependentes desse metal (6, 19, 20, 21). A doença de Menkes acarreta em 

características físicas específicas e neurodegeneração cerebelar severa na infância 

(22). 

      Por outro lado, altos níveis de cobre também são descritos em doenças 

como esquizofrenia (23), aterosclerose (24), esclerose lateral amiotrófica familiar 

(25), síndrome cerebral traumática (26), síndrome de Down (18, 26), AVC agudo 

(27), Doença de Wilson (uma degeneração hepatolenticular desencadeada por uma 

desordem autossômica recessiva que permite o acúmulo desse íon em certos 

órgãos) (28, 29), além de estar relacionado com a progressão do Alzheimer (30, 31) 

e ainda a processos relacionados ao câncer (4, 7, 8, 11).  

 

1.1.3. Cobre e Câncer 

 

 De acordo com Kuo e colaboradores em 2002, os níveis de cobre estão 

significativamente mais altos nos tecidos e no soro de pacientes com câncer, de 

modo que é possível perceber, por meio de diversas análises (AAS, ICP-AES), que 

os níveis deste metal em soro aumentam progressivamente com o avanço da 

doença (7). Na literatura, o aumento dos níveis dessa coenzima foi amplamente 

descrito em casos de câncer de mama (8, 29, 30, 31, 32). Além disso, outros 

estudos em câncer também constataram o aumento dos níveis de ceruloplasmina 

(alfa-2-globulina), glicoproteína responsável por 95% do transporte de cobre 

plasmático (36). Esses resultados podem estar relacionados à participação do 

referido elemento no surgimento de novos vasos sanguíneos (angiogênese) que 
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podem irrigar e alimentar os tumores, contribuindo para seu crescimento e migração 

até metastizarem (8, 10, 29, 33, 34).  

 Assim, agentes quelantes de cobre vêm sendo desenvolvidos e 

pesquisados como tratamentos alternativos para reduzir as concentrações de cobre 

quando em excesso, o que diminuiria a progressão dessa doença (11, 30). 

 Entre os mecanismos moleculares que podem explicar o surgimento de 

tumores pelo envolvimento de cobre, pode ser mencionada a afinidade do íon cobre 

por ácidos nucleicos, como o seu acúmulo em regiões heterocromáticas do DNA, 

que pode levar muitas vezes à iniciação do processo carcinogênico. Não obstante, o 

fato de que o íon Cu (I) oxida-se ao estado Cu (II) em presença de oxigênio 

molecular por meio das reações Haber-Weiss e Fenton (Figura 1), demonstra que 

este também é capaz de gerar espécies reativas de oxigênio (ROS) nas células. 

Quando há produção elevada de ROS a integridade celular, via dano de DNA, é 

comprometida (35, 36). 

 

 

 

 

Figura 1: (a) Reação de Haber-Weiss; (b) Reação de Fenton. 

 

     

1.1.4. Bioquímica do Cobre e Espécies Oxigênio Reativas 

         

 Todas as células no organismo possuem espécies químicas oxidantes e 

antioxidantes, as quais estão em homeostase como mencionado anteriormente. A 

manutenção desse equilíbrio biológico faz com que haja um funcionamento 

apropriado da maquinária intracelular (37). A geração de ROS é um processo normal 
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do metabolismo celular que ocorre em todos os seres vivos, porém pode ser alterada 

por mudanças no ambiente celular, por exemplo, por infecções ou até pelo uso de 

medicamentos, podendo levar ao câncer como por mecanismos previamente citados 

(38, 39). Nas células, ROS pode ser produzido por organelas comuns como as 

mitocôndrias, peroxissomas e por ativação inflamatória celular (40). 

 Altos níveis de ROS podem causar danos no DNA e propiciar o 

surgimento de células neoplásicas e sua subsequente proliferação, além de suprimir 

o mecanismo de morte celular por apoptose, um mecanismo programado (41). Por 

outro lado, quando existem níveis excessivos de ROS, eleva-se ainda mais o 

estresse oxidativo intracelular, ocasionando uma resposta direta de morte celular por 

apoptose (Figura 2) (42). Esse comportamento adverso acontece, no segundo caso, 

pela liberação de fatores pró-apoptóticos pela mitocôndria quando exposta a esses 

níveis exacerbados de espécies oxigênio reativas (42, 43). 

 Íons cuprosos ou cúpricos estão associados a reações de oxidação e 

redução, como referido pelas reações associadas de produção de ROS. Enquanto 

na reação de Fenton (Figura 1b) observamos a decomposição de peróxido, temos o 

íon cúprico reduzido a íon cuproso, que por sua vez pode catalizar a formação de 

radicais hidroxila (44). 

 A geração dessas espécies ainda pode ocorrer por meio de ativação das 

óxido nítrico sintases (NOS), enzimas responsáveis pela síntese de óxido nítrico. 

Esse mecanismo também gera ROS em sua forma monomérica, ou seja, quando há 

desacoplamento dessa espécie. A elevação de superóxido ou peroxinitritos, induz ao 

estresse oxidativo e posterior apoptose como descrito acima (45, 46). Segundo 

Zhong e colaboradores, em 2014, altas concentrações de íons Cu (II) causam uma 

diminuição na produção de óxido nítrico, modulando a expressão translacional de 

NOS, ocasionando desacoplamento e consequente elevação de formação de ROS 

(47). 

 Associando esse dado com o fato de que células cancerígenas podem 

estar mais sujeitas à transferência de elétrons entre íons cobre e agentes 

anticarcinogênicos, como os polifenóis, podemos explorar o mecanismo de iniciação 

de apoptose, mediante às suplementações adequadas, por meio de produção de 

ROS, (48, 49). Este tipo de estratégia tem sido estudada como resposta preferencial 
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à tratamentos para a carcinogênese, por modulação de espécies oxigênio reativas 

(11, 38). 

 

 

 

Figura 2: Mecanismo de Exposição de Células Cancerígenas a Espécies de 

Oxigênio Reativas (ROS). Adaptado de Fruehalf et al. (42) 

 

 A importância da pesquisa sobre potenciais reguladores e na identificação 

de alvos para o tratamento da carcinogênse e sua prevenção, vêm crescendo. 

Dados indicam que proximadamente 35% dos tumores malignos podem ser evitados 

com o uso de agentes naturais (10, 11). Antioxidantes naturais, como polifenóis de 

plantas, podem ser utilizados como tratamento na progressão do câncer. Porém sua 

ação terapêutica permanece inexplicada e pouco fundamentada por mecanismos 

antioxidantes. São considerados moduladores da apoptose devido às suas 

habilidades de eliminar radicais livres e ROS (11, 33, 50, 51). Hipótese que 

corrobora com a mudança do ambiente celular devido ao baixo pH e presença de 

altos níveis de Cu (33). Esses compostos naturais podem ser preferíveis ao uso de 

fármacos no tratamento de câncer, pois enquanto os últimos podem oferecer efeitos 

colaterais como nefrotoxicidade e neurotoxicidade (52) entre outros, os componentes 
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suplementares podem não oferecer tantos riscos e não comprometerem células 

normais durante o tratamento (39).  

 

 

1.2 Resveratrol  

 

 O Resveratrol (3, 5, 4 ′-trans -trihidroxi estilbeno, Resv) (Figura 3), um 

polifenol encontrado majoritariamente na casca de uvas e em amendoins, possui 

uma gama de benefícios à saúde. Com atividades antioxidante (53), antiinflamatória 

(54), anticarcinogênica (55), cardioprotetora (13, 51) e capaz de reduzir índices de 

glicemia e gordura, entre as principais ações, vem sendo estudado como 

suplemento no tratamento relacionado a seus efeitos diante processos associados à 

tumorigênese. Assim como vários polifenóis, ele age tanto inibindo como 

bloqueando a formação e desenvolvimento de células malignas (56).  

 

 

Figura 3: Estrutura 3, 5, 4’ -trihidroxiestilbeno, RESV 

 

 Este polifenol, uma fitoalexina de ocorrência natural, vem sendo 

crescentemente pesquisado em resposta preventiva a diversos efeitos biológicos. Já 

está descrita sua atividade anticarcinogênica em diversos tipos de cânceres, agindo 

nos mecanismos intrínsecos p53, p21, Bax/Bcl-2, interferindo no ciclo celular e 

estimulando a apoptose como resposta, assim como podemos observar no esquema 

da Figura 4, dentre outras diversas vias de ação descritas como as das caspases, 

pró-apoptóticas e pró-sobrevivência (41, 57). Resveratrol também reduz a 

proliferação e a viabilidade celular de forma concentração-dependente em linhagens 

de câncer de mama MCF-7 (58, 59). Suas características antiproliferativas, anti-
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metástase e indutoras de apoptose são de extrema valia durante futuras pesquisas e 

na descoberta de novos tratamentos contra o câncer (60).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4: Efeitos Anti-tumorais e Mecanismos Moleculares do Resveratrol; Han 

et al. (57) 

 

 O comportamento anti-oxidante de Resveratrol o torna responsável por 

sua atividade sequestradora de radicais livres gerados na mitocôndria celular por 

sua forte capacidade de deslocalização eletrônica, devido à sua estrutura molecular 

(61). Esse comportamento pode ser apontado como responsável pela captura de 

radicais como 
.OH  e O2

.-, gerados anteriormente pelas mesmas reações de Fenton 

e Haber-Weiss (62, 63, 64).  
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 Além de sua conhecida ação antioxidante, polifenóis como o Resvetratrol, 

comportam-se de maneiras opostas quando em altas e baixas concentrações e na 

presença de íons Cu. Nessas condições, os polifenóis podem também adotar uma 

ação pró-oxidante, que em tratamento de células tumorigênicas, é preferível à ação 

antioxidante, uma vez que promove a indução da apoptose (39, 48, 51). 

 

1.2.1 Comportamento pró-oxidante do Resveratrol em presença de íons cobre 

              

 Para estudar as diferenças entre possíveis ambientes celulares que 

possam favorecer essa diferença de comportamento do Resv, vem sendo 

pesquisada a heterogeneidade de íons Cu. Dessa mesma maneira, analisando a 

concentração de íons Cu e mudanças nos níveis de ROS e RNS, podemos inferir 

sobre a variação de pH intracelular. Para ser possível a operação de funções 

celulares importantes, existe uma regulação estrita de pH para mantê-lo entre 6.8 – 

7.3.  Quando há modificação no pH do sistema em uma célula tumoral, podem ser 

alteradas funções celulares, proliferativas e, até mesmo, a resistência a ação de 

algumas moléculas (65).  

 O pH de células tumorais é acídico (aproximadamente 6.0) (66). O 

Resveratrol possui um grupamento OH o que a torna mais reativo, facilitando a 

complexação de Cu (II) para a formação do complexo Resv-Cu (II) (41). Isso parece 

ocorrer somente em células malignas, devido à diferença de pH entre estas e células 

benignas, que também possuem cobre ligado à cromatina. Enquanto a conformação 

da fita de DNA em células normais permite que as bases estejam protegidas de 

ataques por agentes químicos, essa mesma conformação fica ameaçada em 

ambientes de pH mais baixos (células malignas), o que permite a exposição de 

cobre ligado à guanina e posterior ataque (38).  

 Existem duas maneiras pelas quais Resveratrol pode levar à clivagem do 

DNA. A primeira delas propõe a não oxidação da molécula de Resveratrol e a outra 

propõe a geração de espécies Resveratrol oxidadas. O mecanismo proposto por 

Fukuhara e Miyata (1998) foi desenvolvido a partir de um estudo onde, Resveratrol 

em presença de concentrações micromolares de Cu (II) ocasionava uma reação 

onde Resveratrol torna-se capaz de gerar um complexo Resv-Cu, podendo ligar-se 

efetivamente à fita de DNA e ocasionar danos a mesma. O anel benzênico da 
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molécula do polifenol não é oxidado no processo, mas ocorre doação de elétrons da 

molécula de Resveratrol para oxigênio molecular, o que acarreta a formação de 

peróxido de cobre e por sua consequência, clivagem de DNA (Figura 5) (38, 67).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Mecanismo do Efeito Pró-Oxidante do Resveratrol. Formação do 

Complexo de Peróxido de Cobre com Transferência Eletrônica entre 

Resveratrol e Oxigênio Molecular. Adaptado de Fukuhara et al. (67) 

 

 No segundo mecanismo existente, ocorre a catalisação da reação 

produtora de ROS, principalmente H2O2, por meio da ação de Resveratrol em 

contato com íons Cu (II) localizados internamente na célula. Em presença de íons 

Cu (II), o polifenol catalisa a redução do íon a Cu (I) e formação de oxigênio 

molecular (O2) via transferência eletrônica intermolecular. Posteriormente, O2  forma 

radicais hidroxil que são altamente reativos e induzem danos ao DNA (Reação de 

Fenton) (38, 67). 

 De acordo com Tamboli e colaboradores em 2012, o acoplamento 

oxidativo da molécula de Resveratrol, induzido por ciclagem de íons cobre ainda 

pode passar por ataque nucleofílico molecular, por formar preferencialmente um 

radical 4’-O resveratrol. Isso ocorre devido à posição para do grupamento ácido OH 

desse, que por posicionamento em relação de comparação à meta, torna-se mais 
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favorável à formação de radicais pela retirada de um hidrogênio (68, 69, 70). 

Quando acontece essa reação, forma-se uma espécie intermediária (Figura 6), ela 

sofre uma reação de acoplamento com radicais livres até produzir formas 

subsequentes e finalmente o produto dehidrodímero final em questão apontado 

como δ-viniferina (71, 72). Esse mecanismo de ação reacional, em presença de íons 

cobre, pode ocorrer devido à capacidade pró-oxidante de Resveratrol em presença 

de íons metálicos. O comportamento pró-oxidante da molécula do polifenol é ativado 

no momento em que há a formação do radical fenóxido, que após perder um próton, 

tem esse mesmo próton participando na reação redox do íon cobre. Este, por sua 

vez, forma ROS que são prejudiciais ao DNA como citado por Ullah, Ahmad, 

Fukuhara (48, 51, 67).  

 Compreendendo que o íon cobre apenas reage com radicais proximais 

para desencadear o processo de clivagem subseqüente, a localização do íon 

metálico se torna foco de importância para esse mecanismo Resv-Cu dependente 

(38, 48, 51, 57, 58). 
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Figura 6: Reação oxidativa de acoplamento de radicais livres na molécula de 

Resveratrol. Adaptado de Tamboli et al. (72) 
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1.3 Localização do Íon Cobre 

 

 O cobre não é distribuído de maneira uniforme para tecidos e células; 

portanto, a topografia celular de cobre possui papel fundamental para o estudo da 

condição do seu acúmulo frente a fisiopatologias. Compreender a alteração da 

concentração e sua topografia pode inferir sobre o desenvolvimento de novos 

possíveis tratamentos ligados a tal condição (26, 73). 

 Análises para determinação do íon metálico em tecidos e células 

geralmente são feitas por histologia e métodos colorimétricos. Porém técnicas 

químicas analíticas são muito mais precisas. Para estudar Cu intracelular, diversos 

sensores fluorescentes vêm sendo criados; porém, possuem limitações de método e 

de sensibilidade (74).                      

 Buscando maior detalhamento para a análise de depósitos de cobre, vem 

se utilizando TEM (microscopia eletrônica de transmissão), entre outros métodos, 

para testar distribuição de nanopartículas intracelulares (75, 76, 77, 78, 79). Jang e 

colaboradores, em 2014, introduziram a técnica de acoplar espectroscopia 

dispersiva de raios-X (EDS) a TEM para identificar e quantificar a nanoestrutura e 

composição granular de depósitos de cobre no modelo para doença de Wilson com 

extrema precisão quantitativa e resolução espacial elementar de partículas únicas 

(80, 81).  
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2 JUSTIFICATIVA 

 Devido ao surgimento de novas estratégias para o tratamento de 

malignidades com polifenóis entre outros suplementos de dieta, houve um crescente 

número de pesquisas associadas a estes mecanismos de ação (51).  

 O Resveratrol, apontado como responsável por resultados positivos para 

proteção e redução de células tumorigênicas, pode atuar por meio de dois 

mecanismos distintos. Um desses apoia-se em sua ação prooxidante de mobilização 

de íons Cu (II) endógeno, a qual caracteriza quebra oxidativa de DNA 

intranucleossomal via formação de ROS, levando a apoptose, preferível arquétipo de 

morte celular (38). 

 Sendo cobre um metal redox-ativo, ele torna-se importante não apenas 

por fazer parte desse modelo, mas para diversos mecanismos intracelulares 

relacionados, entre eles desacoplamento de NOS e resultante aumento da produção 

de ROS, da qual já participa por meio de ciclagem redox. Consequentemente, sua 

quantificação relativa e de níveis de transportadores de cobre bem como sua 

localização, tornam-se pertinentes para uma verificação aprofundada da ação do 

Resveratrol (33, 47). 

 Assim utilizaremos neste projeto microscopia de transmissão eletrônica 

com espectrometria de energia dispersiva de raios-X (TEM-EDS), um método 

contemporâneo para identificar alvos e íons moleculares e comparar a ultra estrutura 

celular de células normais e de câncer de mama, tratadas e não tratadas, com 

CuSO4 e Resveratrol e quantificar relativamente íons cobre em uma única célula 

utilizando EDS em linhagem MCF-7 em relação à ação de Resveratrol. 

 Este trabalho contribuirá na elucidação do mecanismo de ação do 

Resveratrol em associação ao cobre frente a células malignas, sendo um passo 

importante no desenvolvimento de terapias alternativas. 
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3 OBJETIVO GERAL 

- Estudar os íons cobre no mecanismo de formação do complexo com Resveratrol 

em modelo de células MCF-7; 

 

3.1 Objetivos específicos: 

 

1. Analisar a seletividade do Resveratrol frente ao íon metálico cúprico utilizando 

CLAE; 

2. Verificar a formação do complexo Resveratrol-Cobre por meio de UV-VIS; 

3. Avaliar morte celular por apoptose na linhagem enriquecida com cobre e 

tratadas com Resveratrol por Citometria de Fluxo; 

4. Estudar a morfologia intracelular em linhagem MCF-7 após enriquecimento 

com íons cobre e tratamento com Resveratrol por digitalização da imagem por 

MET;  

5. Quantificar relativamente o cobre endógeno em uma única célula por EDS em 

linhagem MCF-7 enriquecidas com diferentes quantidades de cobre e tratadas 

com Resveratrol; 

6. Quantificar cobre total em células MCF-7 enriquecidas com cobre por ICP-MS; 

7. Quantificar ROS nas linhagens enriquecidas com cobre e tratadas com 

Resveratrol; 
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5. ARTIGO CIENTÍFICO 

 

 O seguinte artigo está de acordo com as normas da revista Bioorganic & 

Medicinal Chemistry Letters, para a qual foi submetido. 
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a b s t r a c t   
 

Resveratrol (Rsv) is widely reported to possess anticarcinogenic properties in a plethora of cellular and 

animal models having limited toxicity toward normal cells. In the molecular level, Rsv can act as a sup - 

pressive agent for several impaired signaling pathways on cancer cells. However, Fukuhara and Miyata 

have shown a non-proteic reaction of Rsv, which can act as a prooxidant agent in the presence of copper 

(Cu), causing cellular oxidative stress accompanied of DNA damage. After this discovery, the complex 

Rsv-Cu was broadly explored as an antitumor mechanism in multiples tumor cell lines. The aim of the 

study is to explore the anticarcinogenic behavior of resveratrol–Cu(II) complex in MCF-7 cell  line. 

Selectivity of Rsv binding to Cu ions was analyzed by HPLC and UV–VIS. The cells were enriched with 

concentrations of 10 and 50 mM CuSO4 solution and treated with 25 mM of Rsv. Copper uptake after 

enrichment of cells, as its intracellular distribution in MCF-7 line, was scanned by ICP-MS and TEM- EDS. 

Cell death and intracellular ROS production were determined by flow cytometry. 

Different from the extracellular model, no relationship of synergy between Rsv–Cu(II) and reactive 

oxidative species (ROS) production was detected in vitro. ICP-MS revealed intracellular copper accumu- 

lation to both chosen concentrations (0.33 ± 0.09 and 1.18 ± 0.13 ppb) but there is no promotion of cell 

death by Rsv–Cu(II) complex. In addition, significant attenuation of ROS production was detected when 

cells were exposed to CuSO4 after Rsv treatment, falling from 7.54% of ROS production when treated only 

with Rsv to 3.07 and 2.72% with CuSO4. 

Based on these findings antitumor activity of resveratrol when in copper ions presence, is not mediated by 

Rsv-Cu complex formation in MCF-7 human cell line, suggesting that the antitumoral reaction is 

dependent of a cancer cellular model. 

© 2017 Elsevier Ltd. All rights reserved. 

 

 
Resveratrol (3,5,40 trans-trihydroxy-stilbene, Rsv), a polyphenol mainly found 

in grapes and peanuts, possesses antioxidant activi- ties,1   anti-inflammatory,2   

cardioprotective3   and   anticarcinogenic 

reported apoptosis induction mediated by of Rsv-Cu complex through 

production of  ROS on tumor  cells.11,12
 

Copper (Cu) is a cellular micronutrient that has the ability of 

activity,4 between other benefits for health. When in the presence generating reactive  oxygen species  (ROS),  viz., O2 and .HO radi- 

of copper ions, Rsv can cause damage in DNA, through a mecha- nism that is 

still being pursued.5 Rsv adopts a prooxidant activity, promoting  cell death.6,7
 

According to our knowledge, high levels of copper were described    in    

cancer    cells,8–10    diverse    authors    in consensus, 
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cals.13  Rsv forms  a complex with Cu  (II), leading  to its   reduction 

to Cu (I) with concomitant production of ROS, causing DNA scis- sion.14 In 

vitro, resveratrol-copper (Rsv-Cu) complex was also shown to be active in 

biological systems, inactivating bacterio- phages15 and promoting 

fragmentation of nuclear DNA in human cells.16 Based on these evidences, we 

explore this anticarcinogenic behavior in human breast cancer cell line   MCF-
7. 

Our proposal was to demonstrate ROS-dependent apoptosis induced by Rsv-

Cu(II) complex formation in this cell line. Initially, we determined the 

interaction and selectivity of Rsv binding to Cu2+ ions and formation of a Rsv-

Cu metal complex through HPLC 
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Fig. 1. Rsv selectivity by copper ions and intracellular metal localization. (A) Increasing concentrations of different metal ions/Rsv molar ratios on absorbance versus 

retention time. (B) Formation of Rsv-Cu(II) complex. (C) Plot of intracellular Cu uptake to MCF-7 cells (24 h incubation). (D) TEM micrographs of a MCF-7 cell treated with 

50 mM CuSO4 for 2 h. Cu appear as electron dense agglomerates inside vesicles (indicated by black arrows). Scale bar = 2 mm. At higher magnification, electron deposits are 

also seen (white arrows). Scale bar = 500 nm. Elemental profiling of a Cu(II)-treated MCF-7. The high Pt content peak reflects the platinum grid on which the TEM specimen 

was mounted and the osmium peak is due to the osmification process in the specimen preparation. Bar = 2 mm. Triplicate assays and mean values have been plotted for all 

analysis. Each data points represent the mean of three independent experiments performed in triplicate ± SD. Pos hoc analysis Student’s t test was performed. *p < 0.5, 
**p < 0.01, ***p < 0.001. 
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Fig. 2. Cell viability quantification and ROS production mediated by Cu(II) and Rsv treated and untreated MCF-7 cells. (A) Anexin-V/PI apoptosis assay and (B) ROS production 

analysis upon exposing the cells to different concentrations of Cu(II) with or without Rsv. The periods incubating cells with Cu(II) were of 2 h and 24 h for Rsv. Triplicate 

assays and mean values have been plotted for all analysis. Each data points represent the mean of three independent experiments performed in triplicate ± SD. Pos hoc 

analysis Student’s t test was performed. *p < 0.5, **p < 0.01, ***p < 0.001. 
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and UV–VIS extracellular analysis (Fig. 1A). CuSO4, FeSO4 and ZnCl2 

solutions were prepared by dissolution in ultra-purified water 

undergoing solubilization in ultrasound for 60 min before each 

analysis. To analyze the capacity of copper ion binding by Rsv,    the 

analysis in HPLC was done according to Belguendouz et al. (1997).17 

The assay showed a decrease in the absorbance of Rsv molecule 

when in solution with increasing concentrations of CuSO4. 

Increasing concentrations of copper solution denote a decrease in 

peak area from 3.20 (±4.41) to 1.73 (±0.70) absorbance versus 

retention time with a linear curve (R = 0.9682). The same  was not 

observed for iron and zinc ions that showed no correlation, 

presenting non-linear curves (Fig. 1A). These results show Rsv 

affinity to copper ions, agreeing with previous studies by Fukuhara 

and Miyata (1998).18 Consequently, Rsv-Cu(II) formation was ana- 

lyzed by UV–VIS assay performed at 30 ±   2 °C.19,20
 

Firstly, we analyzed an aqueous solution of 25 mM Rsv alone. 

This concentration showed a decrease in absorbance at 280, 306, 

309, 316 nm wavelengths for 3600 s (Fig. 1B). This data corre- 

sponds to isomerization reaction of trans-resveratrol to compound 

cis-resveratrol.21 Later, we prepared mixtures containing different 

concentrations of CuSO4 solution, 1:1 and 2:1 Cu/Rsv, respectively. 

For the 1:1 ratio of copper/Rsv mixture, we detected an increase in 

absorbance at all wavelengths; however the same remains fixed 

after approximately 2500 s analysis until its ending at 3600 s. We 

also observed in the analysis of the spectra for 1:2 ratio of cop- 

per/Rsv mixture an increase of absorbance in all wavelengths until 

the end of the run. In this sense, 1:1 and 1:2 ratios of Rsv-Cu mix- 

ture showed an increase in absorbance in all wavelengths, suggest- 

ing a metal complex formation in extracellular environment  (Fig. 

1B), similar to report by Flieger et al (2017).22
 

In addition, we explored intracellular accumulation of copper in 
MCF-7 cells through mass spectrometry with plasma (ICP-MS) 

analysis according to protocol described by Price et al., 2011.23 

MCF-7 cells in exponential growth were seeded in 3.5 × 106 cells/ 
well in 6 well plates and enriched with 10 and 50 mM CuSO4 for 2 

h plus 25 mM Rsv for 24 h.24 Posterior to treatments, 450 mL of 
ultrapure concentrated HNO3 was added leading to cell digestion. 
The samples were then heated for 25 min to 90 °C and 1 mL of 1% 

HNO3 (v/v) was added to complete digestion process.25 Cells 
absorbed 0.33 (±0.09) and 1.18 (±0.13) ppb of copper respectively 
for  both  concentrations  of  CuSO4  solution  (10  and  50 lM).  This 

analysis suggests intracellular copper accumulation. Cells treated 

with only Rsv did not present any significant difference in regards to 

control. Cells enriched with 10 and 50 mM copper solution and 

treated with 25 mM Rsv,  accumulated  0.29  (±0.03)  and  0.62 (±0.23) 

ppb of intracellular copper respectively (Fig.   1C). 

To verify the intracellular region of copper localization in vitro, we 

performed transmission electronic microscopy with energy-dis- 

persive X-ray spectroscopy (TEM-EDS) in a single cell. The cells 

were seeded and treated as described previously. The cell pellets 

were then fixed with 2.5% glutaraldehyde and 8% paraformalde- 

hyde and post-fixed with osmium tetroxide 2%. After fixation, the 

samples underwent dehydration  with  increasing  concentrations of 

acetone (30, 50, 70, 95 and 100%) for 20 min. each. Then, soaked in 

100% resin and through ultramicrotomy, cut into thin sections and 

stained with osmic acid.26 As seen in Fig. 1D, 0.11% of copper was 

detected in cell perinuclear region in the sample enriched with 50 

mM of CuSO4 (Fig. 1C), according to findings of Qin et al. (2012).27 

Previous studies revealed that cells in response to metal stress 

undergo cell death.28,29 For this last step, Annexin-V FITC cell via- 

bility assay was performed. Each well had its medium reserved 

together with the cells. The  remaining  pellet  had  a  volume  of 200 

mL of buffer solution added and later 5 mL of Annexin-V FITC and 

10 mL of IP on its total suspension, and incubated at room tem- 

perature for about 10 min. The information was plotted graphically 

after  analysis.30   Flow  cytometry  data  were  analyzed  and   inter-

preted with the aid of FlowJo 10 (TreeStar) program. This assay 

showed that cells treated with Rsv had an increase of 6.9  (±0.4)%  of 

early apoptosis correlating to the control of untreated cells. Cells 

enriched with copper 10 and 50 mM and subsequently treated with 

Rsv, presented 1.2 (±0.8) and 1.4 (±0.8)% of early apoptosis and 1.1 

(±0.2)% for late apoptosis for both cases (Fig. 2A). However, cells 

enriched with copper showed no significant decrease in the viabil- ity, 

while cells with Cu and Rsv revealed a decrease in apoptosis 

promoted by Rsv alone,31,32 suggesting a protective effect of Rsv 

against  apoptotic death. 

By consensus, several authors described an increase of ROS pro- 

duction, when copper and Rsv are combined.33–35 To confirm this 

data, we analyzed ROS production by flow cytometry analysis. 

MCF-7 cells enriched and treated were washed  with  PBS  twice and 

its pellets received treatment,  according  to  instructions  of  the kit 

Image-IT LIVE Green Reactive Oxygen Species Detection  Kit. Cells 

treated with only 25 mM Rsv produced more ROS than the cells 

enriched with copper and treated with Rsv, presenting    an increase 

of 7.52 (±13)% in ROS production (Fig. 2B). Our findings show that 

copper ions decreased levels of ROS when put together with Rsv. 

Enriched cells with copper showed no significant decrease in the 

viability. In contrast, cells with Cu and Rsv revealed a  decrease in  

apoptosis  promoted by  Rsv  alone values  found for 

cells  enriched  with 10  and  50 lM  of CuSO4  and  treated  with  Rsv 

were of 3.07 (±16)% and 2.72 (±13)% respectively,31,32 suggesting a 

protective effect of Rsv against apoptosis. Two copper concentra- 

tions and Rsv are capable of inducing ROS separately as reported by 

Dos Santos and co-workers (2015).32
 

These results confirm that Rsv and Cu (II) do not have synergis- tic 

effect of action in producing ROS or promoting cell death, revealing 

that there is  no  formation  of  Rsv-Cu  (II)  complex  in  in vitro 

model for MCF-7 cell line. A putative explanation could     be that 

pH is not adequate for complex formation. The ideal pH     is at 7.2 

for that extracellular reaction to occur, since malignant  cells possess 

an intracellular pH of     approximately 6.0.18,36
 

In addition, the differences with literature data could result from cell 

line types and culture conditions. In normal cells, Hadi 
et  al.  (2010)  showed  that  Rsv  together  with  copper  (10–100 lM 

CuCl2)  or  alone  (200 lM)  mediates  DNA  degradation  by  complex 
formation in human peripheral lymphocytes. In tumors, copper is 

greatly increased  in  malignancies37,38  and  metal  ion  distribution is 

altered.39 These are variability factors of chemical reactions between 
copper and Rsv. 

Our research shows that for in vitro conditions, Rsv-Cu cannot form 

complex on MCF-7 cell line. This is the first time that the absence of 

Rsv antitumor mechanism is demonstrated in both chemical and 

cellular levels, suggesting a putative specificity in complex formation 

based on cancer cellular   model. 

Raw data of all experimental procedures can be access in the 

Supplementary material. 
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6. CONCLUSÃO 

 

Nossa pesquisa revela que em condições in vitro para a linhagem MCF-7, não 

há formação de complexo Resv-Cu, como observado quimicamente em quantidades 

sub-letais de células enriquecidas com CuSO4 e tratadas com Resveratrol.  

Em condições extracelulares, Resveratrol forma o complexo com cobre como 

verrificou-se por CLAE. Também verificamos acúmulo de cobre em células após 

enriquecimento com cobre. Entretanto, a não produção de níveis elevados de ROS, 

nem a morte celular significativa frente ao enriquecimento com cobre e subsequente 

tratamento com Resveratrol, prova que não houve formação de complexo em 

ambiente intracelular. É a primeira vez que se comprova esse resultado in vitro para 

a linhagem MCF-7.   

São necessários mais estudos para verificar os sub-produtos de Resveratrol 

em outras rotas bioquímicas para que seja comprovado o mecanismo de ação pró-

oxidante do Resveratrol. 
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