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Avaliacdo toxicogenética do composto Telurana RF-07 em ensaios ndo clinicos.
FELIPE EMANNUEL ALVINO DE JESUS. Orientador: Prof. Dr. Jodo Marcelo de
Castro e Sousa. 85p. Dissertacao de Mestrado. Programa de P6s Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas — PPGCF, Universidade Federal do Piaui - UFPI, 2017

RESUMO

O teldrio € um elemento quimico que faz parte do grupo 16 da tabela periddica,
conhecida por familia dos calcogénios. O seu uso e de seus compostos inorganicos e
organicos cresceu muito nas Ultimas décadas, sendo utilizados para pesticidas, sistemas
bioldgicos de deteccdo, nanoparticulas, clusters e nanotubos na medicina, tratamento de
sifilis e hanseniase e mais recentemente como coadjuvante em terapias anticancer.
Diante da potencialidade para aplicacdo bioldgica apresentada pelos compostos
derivados do telirio e a escassa literatura sobre os efeitos toxicoldgicos das
organoteluranas, objetivou-se no presente estudo avaliar os efeitos toxicogenéticos da
Telurana RFQ7, composto organico de telurio, utilizando diferentes células eucarioticas.
A toxicidade, citotoxicidade, mutagenicidade, atividade antitumoral, efeitos oxidativos e
genotoxicidade foram avaliados por meio dos ensaios de Artemia salina, Allium cepa e
Saccharomyces cerevisiae, bem como testes de viabilidade celular por MTT e Alamar
Blue além de avaliar células do sangue periférico de Mus musculus, submetidos a doses
aguda da Telurana RFQ07, através do ensaio cometa, teste de micronucleos e testes
hematoldgicos e bioguimicos. Em Artemia salina, Allium cepa e S. cerevisiae, as
concentracdes foram de 5, 10 e 20 pg/ml. Nos tratamentos em Mus musculus, as doses
usadas foram de 1, 50 e 100 puMol/kg. Os resultados mostraram que a Telurana RF07
apresentou efeitos toxicos em A. salina e A. cepa, além de causar parada no ciclo celular
e mutagenicidade pelo baixos indices mitéticos e alteragdes cromossémicas observados
nas concentragBes avaliadas. Ademais, a RFO7 ndo causou hemolise, porém causou
citotoxicidade, em baixas concentracdes, em todas as linhagens tumorais expostas ao
composto. A substancia inibiu significantemente o crescimento de linhagens deficientes
em defesas antioxidantes o que caracteriza a RFO7 como oxidante, o que provavelmente
explicaria os efeitos genotoxicos, mutagénicos e citotoxicos em células de sangue
periférico e de medula 6ssea de Mus musculus. Por fim, o composto orgéanico causou
alteracdes leucocitarias e efeitos hepatotdxicos in vivo. Os possiveis mecanismos de
acdo da RFO7 podem ser explicados por estudos prévios com outros compostos
inorganicos ou organicos a base de telurio, no qual mostram a capacidade de ligagdo ao
DNA, ativacdo de diferentes caspases, indutores de apoptose e inibidores de
topoisomerases. Portanto, a organotelurana RFO07 se mostrou toxica e com
potencialidade para atividade antitumoral, necessitando assim de estudos adicionais para
determinacéo de concentragGes seguras para sua utilizacdo na biologia e medicina.

Palavras-chave: Telario; Organoteluranas, Mutagenicidade, Genotoxicidade,
Citotoxicidade.



Toxicogenic evaluation of the compound Telurana RF-07 in non-clinical trials.
FELIPE EMANNUEL ALVINO DE JESUS. Orientador: Prof. Dr. Jodo Marcelo de
Castro e Sousa. 85p. Dissertacao de Mestrado. Programa de P6s Graduagdo em Ciéncias
Farmacéuticas — PPGCF, Universidade Federal do Piaui - UFPI, 2017

ABSTRACT

Tellurium is a chemical element that is part of periodic table group 16, which is
known as the chalcogen family. Considering the potential for biological application
presented by the compounds derived from tellurium, and the scarce literature, the
objective of this study was to evaluate the toxicogenic effects of telurane RFQ7, an
organic compound of tellurium, using different eukaryotic cells. The toxicity,
cytotoxicity, mutagenicity, antitumor activity, oxidative effects and genotoxicity were
evaluated by the Artemia salina, Allium cepa and Saccharomyces cerevisiae assays as
well as the cell viability tests by MTT and Alamar Blue. In addition, it was evaluated
the peripheral blood cells of Mus musculus, when submitted to acute doses of telurane
RFOQ7, through the comet assay, micronucleus test, and hematological and biochemical
tests. In the Artemia salina, Allium cepa and S. cerevisiae essays, the concentrations
were 5, 10, and 20 ug/ml. In the Mus musculus treatments, the doses of telurana RF-07
used were of 1, 50 and 100 uMol/kg. The results showed that the chemical compound in
question (Telurana RFO7) had toxic effects on A. salina and A. cepa, besides causing
cell cycle stop and mutagenicity due to the low mitotic indexes and chromosomal
alterations observed in the 03 evaluated concentrations. In addition, RFO7 caused
cytotoxicity at low concentrations in all tumor lines exposed to the compound. The
substance significantly inhibited the growth of deficient lineages in antioxidant defenses
which characterizes RF07 as an oxidant, which would probably explain the genotoxic,
mutagenic and cytotoxic effects in peripheral blood and bone marrow cells of Mus
musculus. Finally, the organic compound caused myelosuppression and hepatotoxic
effects in vivo. The possible mechanisms of action of RF07 can be explained by
previous studies with other inorganic or organic compounds based on tellurium, in
which they show the capacity of DNA binding, activation of different caspases,
inducers of apoptosis and inhibitors of topoisomerases. Therefore, organotellurium
RFO7 showed toxicity and had a potential for antitumor activity, thus requiring
additional studies to determine safe concentrations for its use in biology and medicine.

Keywords: Tellurium, Organoteluranes, Mutagenicity; Genotoxicity, Cytotoxicity.
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1 INTRODUCAO

O Telurio (Te) é um semi-metal pertencente a um grupo de elementos
conhecidos como calcogénios, podendo se apresentar em diferentes estados de
oxidagdo: telurato (Te*®), telurito (Te™, teldrio elementar (Te% e telureto (Te?). E
encontrado em muitos minérios e se apresenta em maior frequéncia na forma de
teluretos de ouro. No Brasil, a quimica do teldrio foi introduzida pelo Prof. Reinbolt,
que realizou estudos sistematicos de compostos organicos contendo telUrio e sua
aplicacdo como intermediarios em sintese organica (COMASSETO et al. 1996; ZENI et
al., 2003; MASSARDO et al., 2009).

O telurio e conhecido como um metaloide ndo essencial e nocivo e seus efeitos
toxicos em organismos vivos sdo pouco conhecidos (NOGUEIRA et al., 2004). Séo
raros 0s casos de intoxicacdo ocupacional aguda por telurio. Entretanto, quando
ocorrem, 0s sintomas observados sdo: dores de cabega, sonoléncia, nauseas, alteracao da
frequéncia cardiaca, bem como odor caracteristico de alho, na respiragdo e na urina
(TAYLOR, 1996). Mesmo que o atomo de tellrio seja geralmente considerado como
um metaloide toxico, os seus efeitos bioldgicos e de alguns derivados inorganicos e
organicos tém sido estudados apresentando um leque de aplicagdes interessantes e
promissoras em algumas terapias alternativas, a inibicdo do Plasmodium falciparum por
alguns compostos derivados do teldrio € um exemplo promissor de um possivel
tratamento alternativo da malaria (CUNHA et al. 2009, MALUF et al., 2015).

Evidéncias sugerem que grande parte da atividade bioldgica dos compostos que
apresentam tellUrio em sua estrutura esta diretamente relacionada as suas interacoes
quimicas especificas com tidis enddgenos, ou seja, esses compostos tém a capacidade
de oxidar os grupamentos sulfidrilicos, podendo inativar enzimas e/ou diminuindo a
concentracdo de moléculas sulfidrilicas (REN et al., 2001; HASSAN et. al., 2009).

Os estudos realizados com o composto derivado do teltrio, AS-101 demostraram
atividade imunomoduladora, anti-inflamatéria, podendo ainda ser empregados como
drogas antitumorais e antivirais (FREI et al., 2008; SREDNI-KENIGSBUCH et al.,
2008;HAYUN et al., 2009;FREIDMAN et al., 2009). Foi observado também a protecédo
e restauracdo dos neurbénios dopaminérgicos em modelos de doenca de Parkinson
(SREDNI-KENIGSBUCH et al., 2008), e, em combinacdo com agentes terapéuticos,

pode servir como ferramenta para a interacdo entre as células de mieloma e o
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microambiente da medula 6ssea (HAYUN et al., 2009). Os teluretos sdo eficientes
drogas antitumorais por exercer atividade citotoxica em estudos in vitro (ENGMAN et
al., 2000; CUNHA et al., 2005; GAY et al., 2010). A organotelurana RF-07 exerce
efeito anticonvulsivante (PERSIKE et al., 2008), antifingico (BARBOSA, JABES,
NUNES, 2014); leishmanicida (PIMENTEL et al., 2012) e antimalarica (MALUF et al.,
2015).

Diante das promissoras aplicagdes biologicas apresentadas pelos compostos
derivados do teldrio, em especial RFQ7, e a escassa literatura sobre a toxicidade,
genotoxicidade, mutagenicidade, citotoxicidade e efeitos oxidativos dos compostos
organicos, o presente estudo objetivou realizar um perfil toxicogenético do composto
RFO7 por meio dos ensaios de disco central de S. cerevisiae, bioensaio Allium cepa,
bioensaio de letalidade em Artemia salina bem como ac¢do antitumoral com os testes de
viabilidade celular por MTT e Alamar Blue além de avaliar a genotoxicidade e
mutagenicidade nas células do sangue periférico e medula 6ssea de Mus musculus,
submetidos a doses aguda da telurana, através do ensaio cometa e teste de micronucleos
e ainda avaliacdo de parametros bioquimica e hematoldgica. Esta dissertacdo foi
estruturada em capitulos (Figura 1): Um estudo ndo-clinico da avaliacdo dos danos
oxidativos, tdxico, citotoxico e genotdxico, hemolitico induzidos pela Telurana RFO7
em S. cerevisiae, Allium cepa e Artemia salina, juntamente com os testes de viabilidade
celular MTT e Alamar blue e avaliacdo hemolitica (Capitulo I); bem como os danos
genotoxicos e mutagénicos da Telurana RFO7 em Mus musculus através do ensaio do
cometa e teste de microndcleos, respectivamente, além das avaliacbes hematolégicas e

bioquimicas (Capitulo I1).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos toxicogenéticos in vitro e in vivo da organotelurana RF07 em

modelos celulares eucaridticos e em camundongos.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos oxidantes da organotelurana RFO7 em linhagens de

Saccharomyces cerevisiae.

= Verificar os efeitos tdxicos, citotoxicos e mutagénicos da organotelurana RF07

em Allium cepa, Artemia salina e hemacias de mamiferos.

= Identificar o potencial antiproliferativo in vitro da organotelurana RF07 em

células tumorais humanas e murinas;

= Avaliar os efeitos genotoxicos, mutagénicos e citotoxicos da organotelurana
RFO7 em células de medula 6ssea e de sangue periférico em camundongos Mus

musculus por meio dos testes in vivo de cometa e micronucleos;

= Analisar o perfil hematoldgico da toxicidade, hepatoxicidade e nefrotoxicidade

da organotelurana RFO7 em camundongos Mus musculus.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Teldrio

O teldrio (Te) (Figura 2) ¢ um membro nao radioativo da familia dos
calcogénios (grupo 16) que também inclui oxigénio, enxofre e selénio. O nome telurio
tem sua origem no latim "tellus", que significa "terra", e foi descoberto por FJ Mueller
von Reichenstein em 1782 nas minas de ouro na Transilvania. Esse semimetal é mais
frequentemente encontrado na forma de teluretos de ouro ou em combinagdo com outros
metais (CUNHA, 2009; CHIVERS et al., 2015).

Figura 2. Localizacdo do teldrio na tabela periddica.
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Fonte: American Chemical Society (2012).

O teltrio pode ser encontrado na forma de telureto (Te?), telGrio elementar
(TeO), telurato (Te*®), telurito (Te**), telurito inorganico (TeO32), Telurato (TeO2) e nas
suas formas organicas dimetil telureto (CHsTeCHs) dependendo do estado de oxidacao.
O Te € usado na composicdo de ligas metalicas, borrachas, nas industrias de microchips
e de componentes eletronicos onde é usada a forma elementar (Te®) (CUNHA et al.,
2009; CHASTEEN et al., 2009; CHIVERS et al., 2015). Também esta presente como
componente da producdo de discos dpticos Blu-ray (PERRIER et al., 2003), na criacdo
de pontos quanticos fluorescentes, que podem ser utilizados como sondas em sistemas
bioldgicos de deteccdo (DENG et al., 2007, BA LA et al., 2010); na agricultura, como
componente de inseticidas, bactericidas e fungicidas (KORMUTAKOVA; KLURCAR;
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TURNA, 2000, MASSARDO et al., 2009) e na medicina e eletrbnica, como a criacdo
de nanoparticulas de telureto, clusters e nanotubos (TIAN et al., 2012).

Adicionalmente, destaca-se a sintese de nanorods de teltrio, que s&o
nanoestruturas em formato de bastdo utilizados em diagnostico molecular e terapias
direcionadas. Os nanorods também apresentam boa compatibilidade hematoldgica
distante dos niveis de toxidade comumente observados em outras aplica¢fes do telurio.
No entanto, embora demostrada a a¢éo antioxidante e anticancerigena dos nanorods de
teltrio, a baixa estabilidade e os complexos métodos sintéticos para construcao dessas
nanoestruturas tém limitado substancialmente as suas aplicacdes (HUANG et al., 2016).

Também houve avangos na area farmacoldgica com 0s compostos a base de
teldrio, apresentando acdo anticancerigena (HAYUN et al., 2006 e SREDNI, 2012),
antibacteriana (CUNHA; GOUVEA; JULIANO, 2009) e fungicida (BARBOSA;
JABES; NUNES, 2014)

3.2. Compostos derivados do Telurio (Te)

O primeiro composto organico de teldrio chamados de organoteluranos
hipervalentes (teluranas), foi sintetizado por Friedrich Wéhler em 1840 (QUINES et al.,
2013). Desde sua descoberta até a segunda metade do século passado, a quimica das
organoteluranas desenvolveu-se de forma rédpida, mas somente a partir de 1870, as
propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas desses compostos chamaram a atencdo dos
pesquisadores. As teluranas sdo compostos artificiais e apresentam em sua estrutura
atomos de telurio ligados a halogénios, atomos de carbono ou a outros calcogénios. A
literatura relata que a intoxicacdo por exposicdo acidental, ocupacional ou mesmo da
tentativa de homicidio ou suicidio com esses compostos é bastante escassa (CUNHA et
al., 2005; REZANKA; SINGLER, 2008; NOGUEIRA; ROCHA, 2012;).

O mecanismo toxicologico dos compostos organicos pertencentes a familia dos
calcogénios (O, S, Se, Te e Po) ainda nao foi completamente entendido (LACERDA,
2012). No entanto, uma das explicagcbes mais pertinentes reside na acao inibitoria sobre
varias enzimas através da interagdo com grupamentos tidis (-SH) de moléculas
biologicamente ativas, sendo observado principalmente nos organotelurios
(ANDRADE, 2012). Esses compostos tém a capacidade de oxidar — SH de baixo peso
molecular inativando enzimas e/ou diminuindo a concentracdo de moléculas
sulfidrilicas ndo proteicas (BARBOSA et al., 1998; NOGUEIRA et al., 2003).
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As teluranas se mostraram eficientes na inibicao de cisteino-proteases (Catepsina
B). Essa enzima esta envolvida no processo de metastase, na invasao tumoral e sdo
produzidas em grandes quantidades por células cancerigenas, mostrando assim, uma
alternativa promissora no tratamento do cancer (CUNHA et al., 2005).

Estudos com compostos organicos de telurio mostraram potente acédo
neurotoxica, através da inibicdo de uma enzima sulfidrilica (esqualeno monooxigenase),
que é importante para a biossintese do colesterol precursor da bainha de mielina. A
inibicdo da funcdo catalitica causa desmielinizacdo das células de Schwann. Esse
mecanismo explica um quadro conhecido como neuropatia induzida por telurio
(LADEN e PORTER, 2001).

Outros estudos reforcam a acdo inibitéria enziméatica desses compostos ao
identificarem a capacidade do ditelureto de difenila (PhTe), em inibir a enzima
sulfidrilica lactato desidrogenase em diferentes tecidos (LUGOKENSKI et al., 2010).
Além disso, em baixas concentragdes inibe a Na”K*/ATPase, outra importante enzima
sulfidrilica na manutencdo da atividade neural normal (BORGES; ROCHA,
NOGUEIRA, 2005).

Apesar das desvantagens observadas, 0s compostos organicos de tellrio
apresentam importantes propriedades farmacoldgicas, dentre elas atividade anti-
inflamatoria, imunomoduladora, anti-helmintica e bactericida, podendo ainda ser
empregados como drogas antitumorais e antivirais (SREDNI-KENIGSBUCH, 2008;
FRIEDMAN et al., 2009; NOGUEIRA; ROCHA, 2012).

O telurato de tricloro amdnio-dioxoetileno-O,0’(AS-101) (Figura 3) € uma
telurana inorganica com uma variedade de funcionalidades bioldgicas: atividade
imuomoduladora, auxilia na protecdo contra os agdes deletérias da radioterapia ou da
quimioterapia, podendo ser usada também como drogas antitumorais e antivirais. O AS-
101 apresentou também uma atividade de inibicdo do crescimento de parasitas (Babesia
rodhani) por meio da inducgéo da producéo de dxido nitrico além de efeito antioxidante,
anti-apoptotico e anti-inflamatério (CUNHA, 2005; OKUN et al., 2007). Esse composto
também foi testado em células de melanoma B16 apresentando um efeito irreversivel e
inibitorio sobre a atividade da catepsina B de forma direta promovendo a oxidacdo do
tios cataliticos destas enzimas e indiretamente por meio da via de oxidagéo dos tios de
cisteina dentro de integrinas especificas. As inibi¢Ges destas enzimas sdo dependentes
da auséncia de agentes redutores pois estes podem suprir a atividade inibitdria
(CUNHA, 2005; SREDNI, 2012).
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Figura 3: Estrutura quimica da telurana AS-1
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Fonte: Halpert et al. (2014).

O teldrio e seus compostos inorganicos sdo biologicamente ativos e interagem de
forma especifica com os organismos. Algumas cepas de bactérias e fungos sdo capazes
de metabolizar os sais de telurio resultando em uma forma volatil (odor de alho) como
forma de defesa liberando no meio no qual se encontram, essa metabolizacdo também
pode ocorre em mamiferos. A administracdo de sais de teldrio em animais leva a
formacdo de Te®e (HsC)2Te e sdo eliminados na respiracdo, urina e suor (CHASTEEN;
BENTLEY, 2003). Ha compostos organicos a base de telUrio capazes de serem
seletivamente incorporados as células tumorais e inibirem o sistema tiorredoxina
redutase (SHAABAN; AFIF; EL-TAHER, 2009).

O ditelureto de 3,3 -diaminodifenila e o ditelureto de 4,4 -diisopropildifenila
induziram apoptose em cultura de células de leucemia promielocitica humana (linhagem
HL-60) em concentragdes da ordem de 1 uM (SAILER et al.,, 2003). Efeitos
semelhantes puderam ser observados mediante avaliagdo do efeito citotoxico do
ditelureto de 2,2 -dimetoxidifenila e ditelureto de 3,3"-5,5"-tetrametildifenila na mesma
linhagem celular (SAILER et al., 2004).

3.2.1 Organotelurana RF07
A organotelurana RF-07 (4-{2-Cloro-3-[clorometilideno]-1-oxa-2-(Aapupdo)4-

teluraspiro[3.5]non-2-il}fenil Metil Eter) (Figura 4), também conhecida por
organoteluroxetana RF-07 ou simplesmente telurana RFO7, € um composto orgénico a
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base de telurio de peso molecular 427,5 g/mol obtido pela reacdo de p-metoxifenilo
Teldrio com 1-etinil-1-ciclo-hexanol em refluxo de benzeno. Dentre suas atividades
bioldgicas, destaca-se as acdes antifingica (BARBOSA; JABES; NUNES, 2014),
leishmanicida (PIMENTEL et al., 2012) e antimalarica demonstrada pela potente acao
inibitéria de cisteina proteases dependentes de céalcio (caspases) em duas cepas de
Plasmodium falciparum (CQS 3D7 e CQR W2) (MALUF et al., 2015). Essa maquinaria
proteolitica é imprescindivel para a manutencdo da sobrevivéncia do parasito no meio
intracelular, pois é a principal responsavel pelo suprimento de aminoacidos, sendo estes
assimilados como fonte de nutrientes ou matéria prima para sintese de outros compostos

organicos necessarios & manutencdo do microrganismo (LOPES et al., 2010).

Figura 4. Estrutura quimica da Telurana — RF 07.
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Fonte: Persike (2008)

Objetivando verificar se a telurana RFO7 poderia modificar o padrdo de
convulsdo, Persike et al. (2008) em seus estudos, administrou 0 composto antes da
pilocarpina. Com isso, conseguiu-se observar que o0 pré-tratamento bloqueou,
significativamente, o comportamento e sinais eletrograficos do estado epilético. A
inibicdo pode ser decorrente ndo s6 da modificacdo de tiol catalitico como acontece com
a catepsina B, mas também pela modificagdo de sitios alostéricos de cisteina (PERSIKE
et al., 2008).

Também foi avaliada a atividade antifungica desse composto, comprovando uma
inibicdo significativa do fungo Paracoccidioides brasiliensis na concentracéo de 2 uM,
onde a avaliacdo de hibridagdo em microarranjos de DNA mostra que a expressao de

mais de 400 genes é afetada quando o fungo € exposto ao composto e que o possivel



25

mecanismo pode estar relacionado a inibicdo na producdo de esfingolipideos
(BARBOSA,; JABES; NUNES, 2014).

Pimentel et al. (2012) demostraram em estudos in vitro com macrofagos da
medula déssea de camundongos albinos Balb/c infectados com amastigotas da L. (L)
chagasi que a RF07 teve atividade proteolitica especifica sobre os substratos, que sdo
moléculas quimicas que sofrem acao catalitica de enzimas. O substrato fluorogénico Z-
Phe-Arg-AMC N- [1 - [[5- (diaminometilidenoamino) -1 - [(4-metil-2-oxocromen-7-
il)amino]-1-oxopentan-2-ilJamino]-1-oxo-3-Fenilpropan-2-il]jcarbamato  foi o Unico
catalisado (hidroélise) por todas as catepsinas do tipo L, B, K, V e S, revelando-se como
o principal alvo da RF07 e comum a todas essas catepsinas citadas. As cisteino
peptidases lisossomais K, L e V estdo envolvidas no desenvolvimento de doengas como
osteoporose, cancer de pele e aterosclerose, respectivamente (PIMENTEL et al.2012).

3.3 Propriedades farmacol6gicas dos compostos derivados do Telurio

3.3.1 Atividade oxidante

O estresse oxidativo é desencadeado pelo desequilibrio entre moléculas
oxidantes e antioxidantes resultando na inducdo de danos celulares pelas espécies
reativas de oxigénio (EROS), porém, pode ser definido também como uma
consequéncia de um aumento da producdo de radicais livres e/ou diminuicdo da
atividade fisiologica das defesas antioxidantes contra os radicais livres (POLISAK;
SUPUT; MILISAV, 2013). A producdo de radicais livres constitui um processo
continuo e fisiolégico a qual resulta na formacdo de um mecanismo de defesa
antioxidante que tem a finalidade de limitar os niveis intracelulares de radicais livres e
controlar a ocorréncia de danos decorrentes (BARBOSA et al., 2010).

Ha evidéncias de que o estresse oxidativo pode ser um fator de risco, fazendo
parte da fisiopatologia de um grande ndmero de doengas, como a sua causa Ou
consequéncia (GRAHAME; SCHLESINGER, 2012). Schiar et al. (2007) sugerem que a
geracdo de radicais livres por compostos a base de telurio através da oxidagéo do tiol
enddgeno induz hemolise in vitro em eritrocitos humanos.

O composto (PhTe). provoca um aumento acentuado na formagdo de TBARS
cerebral e reducdo na atividade das enzimas antioxidantes CAT, SOD, GR, GPx e TrxR,

interagindo com grupos funcionais especificos nessas enzimas, sugerindo um possivel
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envolvimento do estresse oxidativo no cérebro de camundongos resultando em uma
neurotoxicidade evidente (MACIEL et al., 2000; NOGUEIRA et al., 2004; COMPARSI
et al., 2012) Além disso, estudos demostram que o (PhTe). na dose de 0,9 mMol/kg
causou diminuicdo da atividade da superdxido desmutase, provando que a exposicéo
aguda produz dano oxidativo no pulmao de ratos jovens (PINTON et al., 2011).

O (PhTe), também pode ocasionar comprometimento da memoria de
reconhecimento de camundongos por meio da interagdo entre o sistema glutamatérgico
e a atividade da bomba sddio potassio (Na*/K* ATPase). As acOes pds-sinapticas do
glutamato sdo rapidamente encerradas por sistemas de absorcdo, predominantemente em
astrocitos. O glutamato é cotransportado com o Na* em astrocitos e a concentracdo
intracelular de Na® aumenta suficientemente para ativar a Na'/K*ATPase.
Consequentemente, a inibicdo na atividade cerebral da bomba sodio potassio pode estar

comprometimento cognitivo apds exposicdo ao (PhTe). (STANGHERLIN et al 2009).

3.3.2 Inibicdo de enzimas proteases

As proteases ou enzimas proteoliticas atuam na hidrélise seletiva de ligacdes
peptidicas. Participam de uma grande variedade de processos fisioldgicos, que incluem
a reciclagem de proteinas, a digestdo, a coagulacdo sanguinea e cicatrizacdo, a
fertilizacdo, a diferenciacdo e crescimento celular, a sinalizacdo celular, a resposta
imunoldgica e a apoptose (EREZ, FASS e EITAN, 2009).

As subfamilias de catepsinas L e B sdo avaliadas nos estudos da Leishmania,
sendo a Ultima expressa em grandes quantidades nas formas amastigotas e estdo
localizadas em maior quantidade nos megassomos, que sdo lisossomos diferenciados
denominados (LOPES, 2010).

Existem dois possiveis mecanismos para a inativacdo das proteases por
compostos de telurio, no primeiro o residuo de tiol da cisteino protease (nucledfilo) se
liga a0 atomo de teldrio e em seguida ocorre a saida de um atomo de halogénio,
formando uma molécula final enzima-inibidor, inativando irreversivelmente a enzima.
O segundo mecanismo o composto de teltrio perderia um halogénio, gerando uma
espeécie carregada positivamente que em seguida reage com o nucleo6filo, resultando em
uma molécula que inativa a enzima. No entanto, até 0 momento estas hipdteses nédo

foram confirmadas e o mecanismo ainda continua desconhecido. O que se sabe, é que
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apenas um atomo de halogénio é substituido durante a inibicdo das proteases ou em
ensaios empregando o aminoacido cisteina. (ALBECK el al.,1998; CUNHA, 2009)

As teluranas organicas (organoteluranas) sdo inibidores de cisteino proteases
mais potentes do que o AS-101. As organoteluranas tém sido estudadas como inibidores
de proteases abrindo a perspectiva de estuda-las em processos associados a atividade
dessas enzimas, tais como na angiogénese, em células de melanoma e na indugdo de
apoptose em células tumorais humanas. Também sdo capazes de inibir a atividade da
catepsina B, enzima que apresenta relacdo direta com a carga parasitaria da
Leishmaniose (ABODANZA et al., 2008; LOPES, 2010).

3.3.3 Atividade antimicrobiana

As organoteluranas também demostraram uma consideravel expressao inibitéria
sobre enzimas de protozoarios do género Leishmania, que compreende parasitas que se
desenvolvem alternadamente em hospedeiros mamiferos e insetos vetores (PIMENTEL
et al., 2012). A atividade proteolitica em parasitos desse género foi primeiramente
reportada em promastigotas de L. mexicana e as cisteino-proteases foram as principais
proteases detectadas. Essas proteases tém sido bastante estudadas, pois participam da
invasdo ao hospedeiro; da assimilacdo de aminoéacidos como fonte nutricional ou para
sintese de substancias organicas no metabolismo de proteinas ou peptideos
biologicamente ativos; na diferenciacdo e no escape ao sistema imune do hospedeiro; ou
ainda na resisténcia do parasito a terapia medicamentosa (MCKERROW et al., 2006,
LOPES, 2010).

Foi demonstrado que a organotelurana RTO1 foi capaz de apresentar atividade
leishmanicida contra as formas promastigotas e amastigotas de L. (L.) amazonensis
(LIMA et al., 2009). Além disso, a organotelurana experimental RF07 foi capaz de
inibir a proliferagdo de L. (L.) chagasi em ensaios in vitro (macrofagos) e in vivo
(hamsters), em concentracfes ndo toxicas para o hospedeiro (PIMENTEL et al., 2012).

Um grupo de compostos derivados do telGrio apresentou significativa inibi¢do
de bactérias gram positivas e negativas, evidenciando um potente efeito sobre P.
aeruginosa (GUPTA; KUMAR e CHADRASHEKHAR, 2005). Foi visto que a telurana
inorganica AS101 tem um efeito significativo contra o virus do Nilo Ocidental tanto in
vitro como in vivo (INDENBAUM et al., 2012). Em condic¢des aerobicas, a exposi¢ao

ao tellurite provocou um estado de estresse oxidativo que prejudica significativamente a
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funcionamento da cadeia de transporte eletrénico de E. coli (DIAZ-VASQUEZ et al.
2010).

3.3.4. Atividade antitumoral

A atividade antitumoral do iodeto de carbazinina de tiateilura foi observada pela
presenca de células em ensaios in vitro, em que 0 composto era mais toxico para as
células de colon carcinoma CX-1 do que para a linhagem celular epitelial CV-1. Em
testes in vivo, a administracdo prolongou significativamente a sobrevivéncia de ratos
implantados com tumores. A acdo de tiotetilocarcocianina nas mitocondrias foi
atribuido pela semelhanca dos efeitos bem conhecidos de compostos analagos, como
um tiopirilium sal AAl, que é um potente inibidor de hidrolise de ATP mitocondrial
(CUNHA et al., 2009).

A aplicacdo terapéutica como farmacos anti-metastaticos, compostos derivados
redutores, uma vez que a presenca de tais agentes suprimi a inibicdo. Este fato sugere
que os compostos de Te (IV) podem ser eficazes apenas contra a forma extracelular de
catepsina B, ja que o citoplasma das células contém uma grande quantidade de agentes
redutores, como glutationa, cisteina, NADPH, entre outros. Em células normais,
catepsina B é armazenada no lisossomo, mas em células cancerosas ocorre um aumento
de 4 a 30 vezes na membrana plasmatica da superficie celular. Estes fatos indicam que
os compostos de Te(IV) podem ser eficazes somente na superficie celular sem interferir
com as catepsinas B lisossdmicas das células normais (CUNHA et al.,2005)

Os compostos de organoteltrio também sdo usados na terapia fotodindmica
(PDT). PDT desenvolveu-se como uma terapia alternativa contra o cancer e adquiriu
aprovacdo regulamentar em Vvarios paises para carcinomas do pulmado, trato digestivo e
trato genitourinario. O principio desta terapia baseia-se no uso de um agente
sensibilizador que é capaz de interagir com a luz produzindo espécies citotoxicas ou
uma reacdo citotoxica em carcinoma tumoral, um oxigénio singleto (O2) ou superoxido
de oxigénio molecular (LEONARD et al., 1999). O agente sensibilizador € geralmente
porfirinas, ftalocianinas ou corantes, e pode apresentar uma preferéncia com células
tumorais. O dano induzido por compostos contendo teldrio e selénio foi verificado por
mudancgas morfoldgicas pronunciadas nas mitocondrias a partir de células de glioma
humano apresentando-se sensibilizadores mais eficientes do que os outros calcogénios.
(CUNHA et al.,2009)
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3.4. Toxicologia do Telurio (Te)

Alguns 6rgdos como a pele e os rins sofrem acdo da toxicidade pelo Te. A
toxicidade dos compostos organicos de Te pode ser causada pela interacdo com — SH de
moléculas biologicamente ativas. A capacidade desses compostos de oxidar essas
moléculas inativa as enzimas e/ou diminui a concentragdo de moléculas sulfidrilicas
néo-proteicas (TAYLOR, 1996; NOGUEIRA, 2003).

A neurotoxicidade dos compostos derivados do tellrio esta associada ao
blogqueio da sintese do colesterol, um antecessor da mielina através da via de inibicdo da
enzima sulfidrilica esqualeno monooxigenase, O resultado desse processo é a
desmielinizacdo ou hipomielinizacdo neuronal, que pode ser as possiveis razbes das
neuropatias (LADEN e PORTER, 2001).

A enzima desidratase do &cido d-aminolevulinico 6-ALA-D apresentam em seu
sitio ativo dois residuos de cisteinil que sofrem oxidacdo tanto in vitro como in vivo por
compostos derivados de teltrio tornando-as alvos principais desses compostos. A
inibicao da 8-ALA-D no figado e cérebro por esse processo foi observado em
camundongos ap6s administracdo aguda e subcrdnica de compostos contendo teldrio
(MACIEL et.al. 2000; MEOTTI et.al. 2003; NOGUEIRA, et.al. 2003).

O composto (PhTe). e seu andlogo Disseleneto de difenila (PhSe), promovem a
inibicdo da enzima sulfidrilica lactato desidrogenase em tecidos. O (PhTe)2 em baixas
concentracOes inibe a atividade da Na*K*-ATPase — enzima importante para sustentacdo
da atividade neuronal normal (BORGES et al., 2005; LUGOKENSKI et.al., 2010).
Ditelureto de difenila (Ph2Te2) modifica o sistema glutamatérgico em cérebro de ratos
adultos e em desenvolvimento ao diminuir a captacdo de glutamato em sinaptossomas
(NOGUEIRA et al., 2012; STANGHERLIN et al., 2009; SOUZA et al., 2009).

Segundo Nogueira et al. (2004), a toxicidade do composto (PhTe). € dependente
da dose administrada e espécie de animal estudada. O dietil-2-fenil-2-telurofenil
vinilfosfonato apresentou uma toxicidade baixa quando administrado em camundongos
(AVILA et al., 2006). Em estudos realizados em ratos com doses 12 e 24 mg/kg/semana
de AS101 mostrou alteragdes patologicas oculares e alteragdes da medula dssea
acompanhadas de reducgdes da contagem de trombdcitos (NYSKA et al., 1989).

A exposicdo aguda ao 3-metil-1-fenil-2-(fenilseleno)oct-2-en-1-ona, um

organocalcogénio, induziu toxicidade hepatica, e distdrbios hematoldgicos em ratos
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(LACERDA et al., 2012). O seu analogo estrutural, o 3-butil-1-fenil-2-(fenilteluro) oct-
en-1- ona inibiu a atividade da enzima creatina quinase, responsavel pela conversao de
creatina a fosfocreatina, a custa de ATP (ANDRADE et al., 2012). Stangherlin et al.
(2009) demonstraram que a exposic¢ao subcrdnica ao (PhTe),, atraves do leite materno
pode levar ao estresse oxidativo em estruturas cerebrais de ratos jovens. Além de causar
danos cognitivo apos a exposicdo maternal ao TeCls esta toxicidade esta intimamente
relacionada a dose administrada e espécie animal estudada (NOGUEIRA et al., 2004).

Células cancerosas foram consideradas mais vulneraveis a compostos de teldrio
que as celulas normais em alguns estudos. O Composto (2-TeCD) com pontes de
teldrio, um composto de organoteldrio sintético, exibi tanto a atividade catalitica de
GPx como a atividade de inibidor da tiorrexina redutase (TrxR). Este composto ajuda a
sensibilizar células de cancer de mama e colon humano para TRAIL (receptor de morte)
com base em observacfes de apoptose in vivo e in vitro, o que melhorou seu potencial
terapéutico (LIN et al. 2011).

Outro estudo realizado por Coriat et al., 2011 demonstrou o uso do catalisador
organootellimero LABO027, que previne o crescimento do cancer de célon nos
camundongos. O TeCls se mostrou citotoxico para o linhagens de células tumorais do
intestino por meio da diminuigdes das GSH/GSSG nas linhagens celulares testadas
sugerindo que a toxicidade Te envolve um processo oxidativo. (V1J e HARDEJ, 2012)

3.5 Modelos de estudo para avaliac6es toxicoldgicas de compostos quimicos
3.5.1 Bioensaio com Allium cepa

O bioensaio A. cepa identifica agentes tdxicos no meio ambiente capazes de
interagir e gerar danos ao ciclo celular e/ou ao material genético (LEME; MARIN-
MORALES, 2009; SINHA; KUMAR, 2014, BIANCHI; MANTOVANI; MARIN-
MORALES, 2016). Nesse sentido, Leme; Marin-Morales (2009) sugerem que esse
sistema € seguro ao avaliar os parametros de toxidade, citotoxicidade e mutagenicidade.
O teste do Allium cepa foi usado para o estudo dos efeitos da metildopa (droga
antihipertensiva) sobre o ciclo celular de cebola, indicando uma diminuigdo do indice

mitético em todas as concentracgdes testadas e também a possivel toxicidade da droga.

Outro estudo sobre o potencial clastogénico de Cypermethrim e Fenvalerate
(pesticidas), teve boa correlagdo com o sistema teste de mamiferos. Dentre outras

vantagens importantes cabe ressaltar que esse bioensaio apresenta Cromossomos
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maiores e em menor numero (2n = 16) (LEME; MARIN-MORALES, 2009), é de baixo
custo, confiavel e de facil manuseio (BIANCHI; FERNANDES; MARIN-MORALES,
2016).

O tamanho médio da raiz (TMR) e o indice mitotico (IM), quando avaliados,
determinam a toxidade e a citotoxicidade de compostos naturais e/ou sintéticos,
respectivamente (YILDIZ et al., 2009). Enquanto isso, a genotoxicidade ¢ avaliada pela
média total de alteracGes cromossdmicas (AC) resultantes de interferéncias nas fibras do
fuso (efeito aneugénico) como C-metéfases, metafase com aderéncias cromossémicas,
perdas cromossdmicas, anafases multipolares, metafases poliploides, pontes
cromossdmicas, dentre outras) e/ou a partir de quebras cromossdmicas (efeito
clastogénico) como pontes cromossdmicas e fragmentos cromossdmicos (MAZZEOQ;
FERNANDES; MARIN-MORALES, 2011). Em adicdo, esse bioensaio detecta também
micronucleos (MN) que sdo estruturas oriundas de quebras cromossdmicas ou de
cromossomos inteiros que nao foram incluidos no nucleo principal (BIANCHI;
FERNANDES; MARIN-MORALES, 2016).

3.5.2 Teste de Saccharomyces cerevisiae

A Saccharomyces cerevisiae (Figura 5) é uma levedura eucarionte e em razdo da
sua similaridade genética, bioquimica e funcional com alguns organismos é utilizada
como modelo em estudos de processos fundamentais para manutencdo da vida.
(MENACHO-MARQUEZ; MURGUIA, 2007). Sdo usadas como modelos de pesquisa
para analise de atividades toxicas e/ou oxidantes em varias substancias por serem de
facil manuseio e de multiplicagdo celular rapida (HOSTETTER; OSBORN; DE ROSE,
2012).

No teste de S. cerevisiae sdo utilizadas linhagens saudaveis ou mutadas em suas
defesas antioxidantes. S&0 comumente utilizadas na avaliagdo da atividade de composto
diante de mecanismos de defesa antioxidante destes organismos (OLIVEIRA et al.,
2014). Como todos os aerobios, a S. cerevisiae apresenta uma diversidade de
mecanismos de defesa contra danos oxidativos, como atividades enziméticas, presenca
de antioxidantes, sequestradores de metais e alguns mecanismos de reparagédo
(BROZMANOVA et al., 2001; HENRIQUES et al., 2001).
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Figura 05: Saccharomyces cerevisiae em cultura bem como sua visualizacdo em
microscopio de varredura.

Fonte: ZIRPEL et al., (2015)

As linhagens das leveduras sdo semeadas em meios de cultura sélidos (Figura 6).
As linhagens correspondem: EG118 - mutada em laboratdrio para torna-se deficiente no
sistema enzimatico quanto a enzima superoxido dismutase citoplasmatica (gene SOD1);
EG110 - ndo apresenta a SOD mitocondrial (gene SOD2); EG133 - mutada para
auséncia das duas enzimas (SODA1 e SODA2); EG223 - provida de defesa antioxidante
para a enzima catalase (CATAL) e EG103 (SODWT) corresponde a linhagem selvagem,

apresentando as duas enzimas tanto mitocondrial como citoplasmatica.

Figura 6: Semeio das linhagens de Saccharomyces cerevisiae para determinacdo do
potencial oxidante ou antioxidante de compostos.

Fonte: Carvalho (2017)
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Em testes realizados por Massardo et al., (2009) foi observado em microscépio
eletronico de transmissdo que o telurite (TeO2) sofreu redugdo quando colocado em células
cultivadas de S. cerevisiae mostraram escurecimento do meio, provavelmente devido ao
teldrio elementar (Te0), produto da reducdo, formando grandes depositos ao longo da

parede celular e pequenos precipitados tanto no citoplasma como nas mitocéndrias.
3.5.3 Bioensaio de letalidade em Artemia salina

Este ensaio foi proposto por Michael e colegas de trabalho em 1959 e foi
posteriormente adotado por laboratérios como um método para a estimativa preliminar
da toxicidade. Por causa da rapidez, conveniéncia e baixo custo este ensaio se torna
atraente para avaliagOes toxicoldgicas. O manuseio em laboratdrio é simples e barato e é
favorecido pela flexibilidade do organismo para fontes de nutrientes, tolerancia a
temperatura e salinidade, facil manipulacéo e alta capacidade reprodutiva. Os resultados
dos testes podem ser respostas "binarias" (vivas ou mortas), enzimoldgicos
(biomarcadores enzimaticos), fisiolégico (taxas de consumo de oxigénio) ou
reprodutivo (por exemplo, saida reprodutiva). Artemia pode ser usada sozinha como
uma Unica espécie de teste em estudos toxicoldgicos ou combinados com varias outras
espécies em estudos mais amplos (NUNES et al., 2006; RAJABI et al., 2015).

A avaliagdo de citotoxicidade é indispensavel para considerar a utilizagdo de um
composto quimico seguro. Compostos sintéticos sdo quase sempre toxicos em altas
doses. Portanto, a avaliacdo da letalidade em um organismo animal menos complexo
pode ser usada para um monitoramento simples e rapido de um composto quimico. O
ensaio de letalidade para larvas de Artemia salina tem sido introduzido na rotina de
muitos grupos de pesquisa envolvidos com isolamento, purificacdo e elucidagdo
estrutural, j& que muitos laboratérios de pesquisa ndo estdo preparados para a realizacéo
de ensaios bioldgicos (RUIZ et al., 2005). Esta metodologia se popularizou como
bioensaio principalmente a partir da década de 90 (LHULLIER; HORTA;
FALKENBERG, 2006).

O teste de toxicidade com esse microcrustaceo possui uma boa correlacdo com
testes de toxicidade aguda oral in vivo (PARRA et al., 2001), quanto em linhagem de
células humanas (CARBALLO et al., 2002). O ensaio determina valores de
concentragdo letal média (CLso), em pg/mL, de compostos e extratos, sendo que
inimeras substancias ativas conhecidas apresentam citotoxicidade por este teste
(MEYER et al., 1982).
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3.5.4 Ensaios de viabilidade celular

O reagente Alamar Blue (resazurina) quando sofre reducdo é convertido em um
composto fluorescente (resorufin). E amplamente aceito que esta redugdo da resazurina
a resorufina ocorre dentro das células vivas pelas enzimas redutoras e, portanto, a
fluorescéncia/absorbancia é diretamente proporcional a quantidade de células
metabolicamente ativas, ou seja, € um corante usado para medir a viabilidade das
células (MUNSHI; TWINING; DAHL, 2014)

As celulas podem induzir a redugdo do meio ou reduzir enzimaticamente o
Alamar Blue intracelularmente, uma vez que foi encontrada fluorescéncia no citoplasma
e no ndcleo. De todas as redutases, as diaforases foram identificadas como as enzimas
mais suceptivéis de ser responsavel pela reducédo da resazurina no sémen (ZALATA et
al., 2004). Portanto, as diaforases sé@o bons candidatos para se responsabilizar pela
reducdo da resazurina em resorufin. No entanto, qualquer outra redutase, como a NADH
desidrogenase (EC 1.6.99.3) também pode usar a resazurina como um aceptor de
elétrons, como mostrado in vitro (O'BRIEN et al., 2000).

O MTT é um método que analisa a viabilidade e o estado metabdlico da célula,
baseado na conversdo do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2- il)-2,5-difenil tetrazolio
(MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas
células metabolicamente ativas. A solucdo amarela do MTT é reduzida pela atividade
mitocondrial nas células metabolicamente ativas em um cristal roxo (SKEHAN et al.,
1990).

O ensaio Alamar blue e MTT sdo de alta qualidade e s&o adequados para o
rastreio de alto rendimento (HTS) para identificar compostos citotdxicos
independentemente do mecanismo subjacente e classe quimica, e sdo uma ferramenta
eficaz para classificar os compostos com base na sua potencial citotoxicidade intrinseca.
No entanto, o ensaio azul de alamar € homogéneo, proporciona uma ligeira vantagem de
maior sensibilidade, na medida em que podem detectar densidades celulares tdo baixas
quanto 200 células/poco. As analises do MTT sdo colorimétricas, enquanto que no
Alamar blue pode ser medida usando a detecao colorimétrica ou de fluorescéncia. MTT
ndo é um produto soltvel, de modo que as células devem ser lisadas para solubilizar o

sal de formazan antes da medicdo da absorvancia. O Alamar blue n&o requer lise
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celular, permitindo o monitoramento cinético das mesmas amostras em diferentes
pontos de tempo. (HAMID et al., 2004).

3.5.5 Teste de Micronucleo (MN) em Mus musculus

Ensaios com células de roedores vém apresentando beneficios em relacdo aos
outros, entre as quais podem ser citadas sensibilidade, custo e confiabilidade. Esses
testes podem ser feitos em qualquer populacdo de células, desde que esteja passando
constantemente por divisdo, sendo a medula 6ssea de mamiferos umas das regides mais
adequadas, visto que as células levam de 22 a 24 horas para completar um ciclo de
divisdo (HEDDLE, 1973).

Para roedores como Mus musculus, o teste de micronucleo é um dos mais
utilizados. Este teste em medula 6ssea € de facil manuseio, e estd sempre a procura de
detectar e quantificar a agdo mutagénica ou anti-mutagénica de agentes indutores, tendo
uma grande aceitacdo pelas agéncias internacionais e instituicdes governamentais como
uma importante bateria de testes a procura de registros de novos produtos quimicos e
farmacéuticos que entram anualmente no mercado mundial (CHOY, 2001).

O teste de micronucleo se fundamenta na ocorréncia de quebras cromossémicas
ou falhas na ligacdo de cromossomos ao fuso, de modo que, o processo de maturacdo
destas células, quando ocorre a expulsdo do ndcleo, esta ndo faz de modo integral,
permanecendo no citoplasma estruturas resultantes destes eventos os micronucleos. O
teste de microndcleo em eritrocitos policromaticos de roedores é utilizado para
avaliacdo do potencial de um dado agente em induzir danos cromossémicos
(MEIRELES et al., 2013; SANTOS, 2015).

Os micronucleos (MN) séo estruturas resultantes de cromossomos inteiros ou de
fragmentos cromossdmicos que, durante a divisdo celular, falham em se ligar as fibras
do fuso e, assim, ndo sdo incluidos no nucleo das células filhas (Figura 7). Detectam,
portanto, a acdo de agente aneugénicos e de agentes clastogénicos. Em eritrocitos
apresentam forma arredondada e medem cerca de 1/10 a 1/5 do didmetro do eritrdcito
(RIBEIRO, 2003).
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Figura 7: Fotomicrografia de eritrocito policromatico micronucleado
em medula éssea de Mus Musculus (1000X).
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Fonte: Santos, 2015.

O teste de micronucleo em eritrécitos policromaticos (PCE), que sdo eritrdcitos
jovens, foi pioneiramente proposto por Schmid, Matter e Von Ledebuir (1971) e
posteriormente modificado por Heddle (1973). Assim, na conducdo do teste de
micronucleo em eritrocitos policromaticos, é fundamental conhecer a dindmica de
maturacdo de linhagem que origina os eritrocitos. A primeira célula da linhagem
eritroblastica, formada a partir da célula indiferenciada, é o pro-eritroblasto. Este, ap6s
quatro divisdes origina os eritroblastos, que passam por uma s6 divisdo e ddo origem as
células nas quais o0 nucleo € expulso e que se diferenciam primeiramente em eritrocitos
policromaticos e, posteriormente, em eritrocitos normocromaticos (NCE) (HOLLAND
et al., 2008; VASQUEZ et al., 2010)

O teste de micronacleo em eritrocitos de camundongos apresenta muitas
vantagens, como: micronicleos sdo observados em células de intérfase, dispensando
procedimentos de cultura; O teste € realizado baixo custo: A analise é simples e as
estruturas sdo facilmente identificadas; O teste detecta a acdo de agentes aneugénicos e
clastogénicos. Adicionalmente a genotoxicidade, o teste de micronucleo propicia
também a avaliagdo da citotoxicidade de uma dada substancia através do computo da
relagdo PCE/PCE+NCE (VILAR et al., 2008)
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3.5.6 Ensaio de cometa

O ensaio cometa vem sendo uma técnica importante no campo de
pesquisa para a avaliagdo de mecanismos genéticos, processos relacionados com danos
no DNA e reparagdo subjacentes. Esta técnica pode ser utilizada como uma técnica
sensivel para avaliar os danos de DNA induzidos por condicdes de estresse (SANTOS;
POURRUT; OLIVEIRA, 2015).

O ensaio cometa tradicionalmente utiliza suspensdes de células, que sdo
incorporados em agarose sobre uma lamina e levada ao microscopio. As células séo
expostas a lise por exposicdo a solucbes de detergente e sal elevado (AZQUETA;
LORENZO; COLLINS, 2009) possibilitando a remo¢do de membranas e componentes
celulares soluveis, deixando um DNA nucledide super-enrolado (AZQUETA et al.,
2011). Depois de realizada a eletroforese, os fragmentos de DNA migram para o anodo,
formando a cauda do cometa, onde a quantidade de quebras na cadeia é em geral
proporcional a quantidade de DNA na cauda, respectivamente, para o DNA
remanescente na cabeca (HOVHANNISYAN, 2010).

E um ensaio com alta sensibilidade para detectar genotoxicidade, significando
que ele pode detectar ampla variedade de compostos com potencial genotdxico
desconhecido e que o ensaio pode também detectar um nivel baixo de genotoxicidade
de compostos genotdxicos ja conhecidos (KAWAGUCHI et al., 2010).

Os linfécitos periféricos sdo uma étima escolha para analises deste teste, pois ja
se encontram no sangue e ndo precisam da acdo de enzimas ou de processo mecanico
para seu isolamento, processos estes que podem causar danos adicionais ao DNA. A
obtencdo é facil e em grande quantidade, ndo sendo necessaria a realizacdo de cultura
celular, o fato de as células estarem quase todas na mesma fase do ciclo e por refletirem

0 estado do organismo como um todo (BRIANEZI et al., 2009).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4485349/#B12

38

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABODANZA, T. S. et al. Bcl-2 expression and apoptosis induction in human HL-60
leukaemic cells treated with a novel organotellurium (1) compound RT-04. Food and
Chemical. Toxicology, v. 46, p. 2540-2545, 2008.

ALBECK, A. et al. Tellurium compounds: selective inhibition of cysteine proteases and
model reaction with thiols. Inorgic Chemistry, v. 37, p. 1704-1712, 1998.

ANDRADE, R. B. Kinetic studies on the inhibition of creatine kinase activity by 3-
butyl-1-phenyl-2-(phenyltelluro)oct-en-one in the cerebral cortex of rats. Food and
Chemical Toxicology, v. 50, p. 3468-3474, 2012.

AVILA, D. S.; BEQUE, M. C.; FOLMER, V.; BRAGA, A. L.; ZENI, G.; NOGUEIRA,
C.W.; SOARES, F. A. A.; ROCHA, J. B. T. Diethyl 2-phenyl-2-tellurophenyl
vinylphosphonate: an organotellurium compound with low toxicity. Toxicology, v. 224,
p. 100-107, 2006.

AZQUETA, A.; LORENZO, Y.; COLLINS, A. R. In vitro comet assay for DNA repair:
a warning concerning application to cultured cells. Mutagenesis, v.4, p. 379-81, 2009.

AZQUETA, A.; GUTZKOW, K. B.; BRUNBORG, G.; COLLINS, A. R.Towards a
more reliable comet assay: optimising agarose concentration, unwinding time and
electrophoresis conditions. Mutation Research/Genetic Toxicology and
Environmental Mutagenesis, v. 724, p. 41-45, 2011.

BA LA, etal. Tllurium: an elemento with great biological potency and potential. Rev.
Organic e Biomolecular chemistry, v. 8, p. 4203-4216, 2010.

BARBOSA, D. A.; JABES, D. L.; NUNES, L. R. Validacdo dos dados de microarray de
Paracoccidioides brasiliensis exposto a telurana RF-07 por RT-PCR. Anais do VIII
Congresso de Iniciacdo Cientifica da Universidade de Mogi das Cruzes, 2014.

BARBOSA, K. B. F.; COSTA, N. M. B.; ALFENAS, R. D. C. G.; DE PAULA, S. O;;
MINIM, V. P. R.; BRESSAN, J. Oxidative stress: concept, implications and modulating
factors. Revista de Nutricéo, v. 23, p. 629-643, 2010.

BARBOSA, N. B. V. Effect of organic forms selenium on aminolevulinate dehydratase
from liver, kidney, and brain of adult rats. Toxicology and Applied Pharmacology, v.
149, p. 243-253, 1998.

BIANCHI, J.; FERNANDES, T. C. C.; MARIN-MORALES, M. A. Induction of
mitotic and chromosomal abnormalities on Allium cepa cells by pesticides imidacloprid
and sulfentrazone and the mixture of them. Chemosphere, v. 144, p. 475-483, 2016.

BORGES, V. C.; ROCHA, J. B.; NOGUIRA, C. W. Effect of diphenyl diselenide,
dipheylditelluride and ebselen on cerebral Na+, K+-ATPase activity in rats. Toxicology,
v. 215, p. 191-197, 2005.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Azqueta%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21645630
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gutzkow%20KB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21645630
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brunborg%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21645630
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Collins%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21645630

39

BRIANEZI, GABRIELLI, CAMARGO, JOAO LAURO VIANA DEMIOT, HELIO
AMANTE. Desenvolvimento e validagdo de técnica quantitativa de analise de imagem
para avaliacdo do teste do cometa corado pela prata. Jornal Brasileiro de Patologia e
Medicina Laboratorial, v. 45, n. 4, 2009.

BROZMANOVA J, et al. Increased DNA double strand breakage is responsible for
sensitivity of the pso3-1 mutant of Saccharomyces cerevisiae to hydrogen peroxide.
Mutat Res. v.485 n.4 p.345-55, 2001.

CARBALLO, J. L.; HERNANDEZ-INDA, Z. L.; PEREZ, P.; GARCIA-GRAVALOS,
M. D. A comparison between two brine shrimp assays to detect in vitro cytotoxicity in
marine natural products. BMC biotechnology, v. 2, n. 1, p. 17, 2002.

CARVALHO, R.M. Efeitos do palmitato de retinol sobre os danos toxicogenéticos
de antineoplasicos em estudos néo clinicos. Dissertacdo de Mestrado.Universidade
Federal do Piaui. 172p. 2017.

CHASTEEN TG AND BENTLEY R. Biomethylation of selenium and tellurium:
microorganisms and plants. Chem Rev v.103.p. 1-26. 2003

CHASTEEN, T. G. et al. Tllurite: history, oxidative stress, and molecular machanisms
of resistance. Microbiology, v. 33, p. 820-832, 2009.

CHIVERS T.; LAITINEN R.S. Tellurium: a maverick among the chalcogen. Chem.
Soc. Rev. v.44. p. 1725-1739, 2015.

CHOY, W.N. Regulatory genetic toxicology test. in: n.n. (ed), genetic toxicology and a
cancer risk assessment. Marcel dekker, inc, v. 3. p. 93-113, 2001.

COMASSETO, JOAO V., MENEZES, PAULO H. STEFANI, HELIO A. et al.
Addition of hydrogen halides to acetylenic selenides. Synthesis of 1-halo-1-
selenoalkenes. Tetrahedron, v. 52, p. 9687-9702, 1996.

COMPARSI, B., MEINERZ, D. F., FRANCO, J. L., POSSER, T., DE SOUZA
PRESTES, A., STEFANELLO, S. T., DOS SANTOS, D. B., WAGNER, C., FARINA,
M., ASCHNER, M., DAFRE, A. L. E ROCHA, J. B. T. Diphenyl ditelluride targets
brain selenoproteins in vivo: inhibition of cerebral thioredoxin reductase and
glutathione peroxidase in mice after acute exposure. Molecular and Cellular
Biochemistry, v. 370, p. 173-182, 2012.

CORIAT, R.,, MARUT, W., LECONTE, M., BA, L.B., VIENNE, A., CHEREAU, C.
ALEXANDRE, J., WEILL, B., DOERING, M., JACOB, C., NICCO, C.,.BATTEUX.
The organotelluride catalyst LAB027 prevents colon cancer growth in the mice. Cell

Death Dis. v. 2, p. e191. 2011.

CUNHA, R. L. 0. R.; GOUVEA, I. E.; JULIANO, L. A glimpse on biological activities
of tellurium compounds. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, v. 81, p. 393-
407, 20009.



40

CUNHA, R. L. O. R.; URANO, M. E.; CHAGAS, J. R.; ALMEIDA, P.C;
BINCOLETTO, C.; TERSARIOLB, I. L. S.; COMASSETO, J. V. Tellurium-based
cysteine protease inhibitors: evaluation of novel organotellurium (1) compounds as
inhibitors of human cathepsin B. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 15, p.
755-760, 2005.

DENG, Z. et al. Green and Orange CdTe quantum dots as effective pH-sensitive
fluorescente pobres for dual simultaneous and independente detection of viroses. The
Journal Physical Chemistry, v. 111, p. 12024-12031, 2007.

DIAZ-VASQUEZ, WALDO A., ABARCA-LAGUNAS, MARIA J.CORNEJO,
FABIAN A. et al. Tellurite-mediated damage to the Escherichia coli NDH-
dehydrogenases and terminal oxidases in aerobic conditions. Archives of Biochemistry
and Biophysics, v. 566, p. 67-75, 2010.

ENGMAN, L.; KANDRA, T.; GALLEGOS, A.; WILLIAMS, R.; POWIS, G. Water-
soluble organotellurium compounds inhibit thioredoxin reductase and the growth of
human cancer cells. Anticancer Drug Design, v. 15, p. 323-330, 2000.

EREZ, E; FASS, D.; EITAN, B. How intramembrane protease bury hydrolytic reaction
in membrane. Nature. v.459, p.371-378, 2009.

FREI, G. M.; KREMER, M.; HANSCHMANN, K. M.; KRAUSE, S.; ALBECK, M;
SREDNI, B.; SCHNIERLE, B. S. Antitumour effects in mycosis fungoides of the
immunomodulatory, tellurium-based compound, AS101. British Journal of
Dermatology, v. 158, p. 578-586, 2008.

FRIEDMAN, M.; BAYER, |.; LETKO, I.; DUVDEVANI, R.; ZAVARO-LEVY, O.;
RON, B.; ALBECK, M.; SREDNI, B. Topical treatment for human papillomavirus-
associated genital warts in humans with the novel tellurium immunomodulator AS101:
assessment of its safety and efficacy. British Journal of Dermatology, v. 160, p. 403-
408, 2009.

GAY, B.M.; LUCHESE, C.; NOGUEIRA, C. W.; WENDLER, P.; MACEDO, A.; DOS
SANTOS, A. A. Antioxidant effect of functionalized alkyl-organotellurides: a study in
vitro. Journal of Enzyme Inhibition and Medical Chemistry, v. 25, p. 467-475, 2010.

GRAHAME, T. J.; SCHLESINGER, R. B. Oxidative stress-induced telomeric erosion
as a mechanism underlying airborne particulate matter-related cardiovascular
disease. Particle and fibre toxicology, v. 9, p. 21, 2012.

GUPTA D.S.P.K.;; KUMAR Y.; CHADRASHEKHAR T.G. Antibacterial activity of
some unsymmetrical diorganyltellurium(IV) dichlorides. Indian Journal of
Biochemistry & Biophyscs, v. 42. p. 398-400, 2005

HALPERT, G. E SREDNI, B. The effect of the novel tellurium compound AS101 on
autoimmune diseases. Autoimmunity Reviews, v. 13, p. 1230-1235, 2014.

HAMID, R, ROTSHTEYN, YRABADI, L et al. Comparison of alamar blue and MTT
assays for high through-put screening. Toxicology in Vitro, v. 18, p. 703-710, 2004.



41

HARTMANN, A.; AGURELL, E.; BEEVERS, C.; BRENDLER-SCHWAAB, S.;
BURLINSON, B.; CLAY, P. et al. Recommendations for conducting the in vivo
alkaline Comet assay. Mutagenesis, v. 18, p. 45-51, 2014.

HASSAN, W.; IBRAHIM, M.; NOGUEIRA, C. W.; BRAGA, A. L.; DEOBALD, A.
M.; MOHAMMADZALI, I. U.; ROCHA, J. B. Influence of pH on the reactivity of
diphenyl ditelluride with thiols and anti-oxidant potential in rat brain. Chemico-
Biological Interaction, v. 15, p. 47-53, 2009.

HAYUN, MICHAL, NAOR, YANIVWEIL, MERAYV et al. The immunomodulator
AS101 induces growth arrest and apoptosis in Multiple Myeloma: Association with the
Akt/Survivin pathway. Biochemical Pharmacology, v. 72, p. 1423-1431, 2006.

HAYUN, MICHAL, SAIDA, HAGARALBECK, MICHAEL et al. Induction therapy in
a multiple myeloma mouse model using a combination of AS101 and melphalan, and
the activity of AS101 in a tumor microenvironment model. Experimental Hematology,
v. 37, p. 593-603, 20009.

HEDDLE, J. A. D. Rarid in vitro test for chromossonal damage mutat. res. 18,
p.187- 190, 1973.

HENRIQUES, J.A.P.; DAFRE, A.L.; PICADA, J.N.; MARIS, AF.; SALVADOR, M.
Espécies reativas de oxigénio e avaliacdo de antioxidantes em sistemas biologicos. In:
SERAFINI, L.A.; Barros, N.M.; AZEVEDO, J.L. (Eds.) Biotecnologia na
Agricultura e na Agroinddstria. v.1, p. 227-252, 2001.

HOLLAND, N.; BOLOGNES]I, C.; KIRSCH-VOLDERS, M.; BAONASSI, S;
ZEIGER, E.; KNASMUELLER, S; AND FENECH, M. The micronucleus assay in
human buccal cells as a tool for biomonitoring DNA damage: The HUMN project
prospective on current status and knowledge gaps. Mutat. Res., v.659, p.93-108. 2008.

HOSTETTER, A. A; OSBORN, M. F.; DE ROSE, V. J. Characterization of RNA-Pt
Adducts Formed from Cisplatin Treatment of Saccharomyces cerevisiae. ACS Chem
Biol, v. 7 p. 218-225, 2012.

HOVHANNISYAN, G. G. Fluorescence in situ hybridization in combination with the
comet assay and micronucleus test in genetic toxicology. Molecular cytogenetics, v. 3,
p. 17, 2010.

HUANG, W. et al. Facile One-Pot synthesis of Tellurium Nanorods as antioxidant and
anticancer agentes. Chemistry an Asian Journal, v. 11, p. 2301-2311, 2016.

INDENBAUM V.; BIN H.; MAKARIVSKY D.; WEIL M.; SHULMAN L.; ALBECK
M.;SREDNI B.; MENDELSON E. In vitro and in vivo activity of AS101 against West
Nile virus (WNV). Virus Research, v.166(1-2), p.68-76, 2012.

KAWAGUCHI, S.; NAKAMURA, T.; YAMAMOTO, A.; HONDA, G.; SASAKI, Y.
F. Is the comet assay a sensitive procedure for detecting genotoxicity. Journal of
nucleic acids, 2010.



42

KORMUTAKOVA, R.; KLUCAR, L.; TURNA, J. DNA sequence analysis of the
tellurite-resistance determinant from clinical strain of Escherichia coli and identification
of essential genes. Biometals, v. 13, p. 135-139, 2000

LACERDA, D. S. Acute administration of the organochalcogen 3-methyl-1phenyl-2-
(phenylseleno)octa-2-1-one induces biochemical and hematological disorders in male
rats. Cell Biochemistry Function, v. 30, p. 351-319, 2012.

LADEN, B. D.; PORTER, T. D. Inhibition on human squalene monooxigenase by
tellururium compounds: evidence of interaction with vicinal sulfhydryls. Journal Lipid
Research, v. 42, p. 235-240, 2001.

LEME, D. M.; MARIN-MORALES M. A. Allium cepa test in environmental
monitoring: A review on its application. Mutation Research/Reviews in Mutation
Research. v. 682, p. 71-81. 2009.

LEONARD KA, NELEN MI, SIMARD TP, DAVIES SR, GOLLNICK SO, OSEROFF
AR, GIBSON SL, HILF R, CHEN LB AND DETTY MR. Synthesis and evaluation of
chalcogenopyrylium dyes as potential sensitizers for the photodynamic therapy of
cancer. J Med Chem v.42, p.3953-3964, 1999.

LHULLIER, C.; HORTA, P. A; FALKENBERG, M. Avaliacao de extratos de
macroalgas bénticas do litoral catarinense utilizando o teste de letalidade para Artemia
salina. Rev Bras Farmacogn, v. 16, p. 158-163, 2006.

LIMA, C. B. C.; ARRAIS S.; WAGNER W.C.; RODRIGUES R.L.O. A Novel
Organotellurium Compound (RT-01) as a New Antileishmanial Agent. The Korean
Journal of Parasitology, v. 47, n. 3, p. 213, 2009.

LIN, T., DING, Z, LI, N., XU, J., LUO, G., LIU, J., SHEN, J. 2-Tellurium-bridged _-
cyclodextrin, a thioredoxin reductase inhibitor, sensitizes human breast cancer cells to
TRAIL-induced apoptosis through DR5 induction and NF-_B suppression.
Carcinogenesis v.32. p. 154-167.2011.

LOPES, R. E. S. Proteases de Leishmania: novos alvos para o desenvolvimento racional
de farmacos. Quimica Nova, v. 33, p. 1541-1548, 2010.

LUGOKENSKI, T. H. Inhibition effect of ebselen on lactate dehydrogenase activity
from mammals: a comparative study with diphenyl diselenide and diphenyl ditelluride.
Drug Chemistry and Toxicology, v. 34, p. 66-76, 2010

MACIEL, E. N., BOLZAN, R. C.BRAGA, A. L. et al. Diphenyl diselenide and
diphenyl ditelluride differentially affect ?-aminolevulinate dehydratase from liver,
kidney, and brain of mice. Journal of Biochemical and Molecular Toxicology, v. 14,
n. 6, p. 310-319, 2000.

MALUF, S. E. C. et al. Hypervalent organotellurium compounds as inhibitors of P.
falciparum calcium dependent cysteine proteases. Parasitology International, v. 65, p.
21-22, 2015.



43

MASSARDO, D. R. et al. Effects of tellurite on growth of Saccharomyces cerevisiae.
Biometals, v. 22, p. 1089-1094, 2009

MAZZEOQ, D. E. C.; FERNANDES, T. C. C.; MARIN-MORALES, M. A. Cellular
damages in the Allium cepa test system, caused by BTEX mixture prior and after
biodegradation process. Chemosphere, v. 85, p. 13-18, 2011.

MCKERROW, J. H., et al. "Proteases in parasitic diseases." Annual Review Pathology
Mechanism, v. 1, p. 497-536, 2006.

MEIRELES, J.R.C.; OLIVEIRA, S.V.; COSTA-NETO, A.O. AND CERQUEIRA,
E.M.M. Genotoxic and cytotoxic effects of testosterone cypionate (deposteron®).
Mutat. Res., 753, 72-75, 2013.

MENACHO-MARQUEZ M, MURGUIA JR.Yeast on drugs: Saccharomyces cerevisiae
as a tool for anticancer drug research. Clin Transl Oncol 9:221-228.2007.

MEOTT]I, F. C.; BORGES, V. C.; ZENI, G.; ROCHA, J. B. T.; NOGUEIRA, C. W.
Potential renal and hepatic toxicity of diphenyl diselenide, diphenyl ditelluride and
ebselen for rats and mice. Toxicology Letters, v. 143, p. 9-16, 2003.

MEYER, B. N.; FERRIGNI, N. R.; PUTNAM, J. E.; JACOBSEN, L. B.; NICHOLS, D.
J.; MCLAUGHLIN, J. L. Brine shrimp: a convenient general bioassay for active plant
constituents. Planta medica, v. 45, n. 05, p. 31-34, 1982.

MUNSHI, SOUMYABRATA, TWINING, ROBERT C.DAHL, RUSSELL. Alamar
blue reagent interacts with cell-culture media giving different fluorescence over time:
Potential for false positives. Journal of Pharmacological and Toxicological Methods,
v. 70, n. 2, p. 195-198, 2014.

NOGUEIRA, C. W. Organochalcogens effects on aminolevulinate dehydratase activity
from human erythrocytic cells in vitro. Toxicology, v. 191, p. 169-178, 2003.

NOGUEIRA, C. W.; ROCHA, J. B. T. The chemistry of organic selenium and tellurium
compounds. PATAI’S Chemistry of functional groups Brazilian Journal of
Chemistry, v.26, n. 8 e a p. 1533-1541, 2012.

NOGUEIRA, C. W.; ZENI, G.; ROCHA, J. B. T. Organoselenium and organotellurium
compounds: toxicology and pharmacology. Brazilian Journal of Chemistry, v. 104, p.
6255-6285, 2004.

NUNES BS, CARVALHO FD, GUILHERMINO LM, VAN STAPPEN G. Use of the
genus Artemia in ecotoxicity testing. Environ Pollut. v.62, p.144:453, 2006.

NYSKA A, WANER T, PIRAK M, ALBECK M, SREDNI B. Toxicity study in rats of
a tellurium based immunomodulating drug, AS-101: a potencial drug for AIDS and
cancer patients. Arch Toxicol v.63, p.386-393, 1989.

O’BRIEN, J.; WILSON, I.; ORTON, T.; POGNAN, F. Investigation of the Alamar
Blue (resazurin) fluorescent dye for the assessment of mammalian cell cytotoxicity.
European Journal of Biochemistry, England, v. 267, n. 17, p. 5421-6. Sep. 2000.



44

OKUN, E. et al. The organotellurium compound ammonium trichloro (dioxoethylene-
0,0") tellurate enhances neuronal survival and improves functional outcome in an
ischemic stroke model in mice. Journal of Neurochemistry, v.102, p. 1232-1241,
2007.

OLIVEIRA, M. B.; PRADO, A. H.; BERNEGOSSI, J.; SATO, C. S.; BRUNETTI, I.
L.; SCARPA, M. A. Topical Application of Retinyl Palmitate-Loaded Nanotechnology-
Based Drug Delivery Systems for the Treatment of Skin Aging. BioMed Research
International, 2014.

PARRA, A. L.; YHEBRA, R. S.; SARDINAS, I. G.; BUELA, L. |. Comparative study
of the assay of Artemia salina L. and the estimate of the medium lethal dose (LD50
value) in mice, to determine oral acute toxicity of plant extracts. Phytomedicine, v. 8,
n. 5, p. 395-400, 2001.

PERRIER, R. et al. Dual-level inorganic write-once blu-ray disc. Japanese Jornal of
Applied Physics, v. 42, p. 5634-5637, 2003

PERSIKE, D. S., CUNHA, R. L. O. R., JULIANO, L., SILVA, I. R., ROSIM, F. E.,
VIGNOLLI, T., DONA, F., CAVALHEIRO, E. A. EFERNANDES, M. J. D. S.
Protective effect of the organotelluroxetane RF-07 in pilocarpine-induced status
epilepticus. Neurobiology of Disease, v. 31, n. 1, p. 120-126, 2008.

PIMENTEL, I. A. S. et al. In Vitro and In Vivo Activity of an Organic Tellurium
Compound on Leishmania (Leishmania) chagasi. PLoS ONE, n. 13, v. 7, p. 251-259
2012,

PINTON, SIMONE, LUCHESE, CRISTIANECURTE STANGHERLIN, ELUZA et al.
Acute exposure to diphenyl ditelluride causes oxidative damage in rat lungs.
Ecotoxicology and Environmental Safety, v. 74, n. 3, p. 521-526, 2011.

POLJSAK, B.; SUPUT, D.; MILISAV, 1. Achieving the balance between ROS and
antioxidants: when to use the synthetic antioxidants. Oxidative medicine and cellular
longevity. p.1-11. 2013

QUINES, C. B. et al. Phenylethynyl-butyltellurium inhibits the sulfhydryl enzyme Na+,
K+-ATPase: An effect dependente on the tellurium atom. Biological Trance Elements.
Research, v.12 p. 421-427, 2013.

RAJABI S.; RAMAZANI, A.; NAJI H. M. Artemia salina as a model organism in
toxicity assessment of nanoparticles. DARU. Journal of Pharmaceutical Sciences,
v. 23, n. 1, 2015

REN, X.; XUE, Y.; ZHANG, K.; LIU, J.; LUO, G.; ZHENG, J.; MU, Y.; SHEN, J. A
novel dicyclodextrinyl ditelluride compound with antioxidant activity. FEBS Letters,
v. 507, p. 377-380, 2001

REZANKA, T.; SINGLER, K. Biologically active compounds of semi-metals.
Phytochemistry, v. 69, p. 585-606. 2008.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oliveira%20MB%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=do%20Prado%20AH%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bernegossi%20J%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sato%20CS%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Louren%26%23x000e7%3Bo%20Brunetti%20I%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scarpa%20MV%5Bauth%5D

45

RIBEIRO, L. R. Teste do microntcleo em medula 6ssea de roedores in vivo. In:
Ribeiro, L.R., Salvadori, D.M.F., Marques, E.K. (Org.). Mutagénese Ambiental.
Editora da ULBRA, p.355, 2003.

RUIZ, A. L. T. G.; MAGALHAES, E. G.; MAGALHAES, A. F.; FARIA, A. D
AMARAL, M. C. E.; SERRANO, D. R.; ZANOTTI-MAGALHAES, E. M.
MAGALHAES, L. A. Avaliacio da atividade toxica em Artemia salina e Biomphalaria
glabrata de extratos de quatro espécies do género Eleocharis (Cyperaceae). Rev Bras
Farmacogn, v. 15, p. 98-102, 2005

SAILER B. L.; LILES N. S.; DICKERSON S.; CHASTEEN T.G. Cytometric
determination of novel organotellurium compound toxicity in a promyelocytic (H-
60) cell line. Toxicol in Vitro. v.77, p. 30-36, 2003.

SAILER B. L.; LILES N. S.; DICKERSON S.; SUMNERS S.;T CHASTEEN T.G.
Organotellurium compound toxicity in a promyelocytic cell line compared to non-
tellurium-containing organic analog. Toxicol In Vitro.v.18, p. 475-482, 2004.

SANTOS, C. L. V.; POURRUT, B.; DE OLIVEIRA, J. M. P. F. The use of comet assay
in plant toxicology: recent advances. Frontiers in genetics, v. 6, 2015.

SANTOS, N. N. C. Avaliacdo da genotoxicidade e da citotoxicidade de produtos
utilizados na terapia pulpar de dentes deciduos com o uso do teste de micronucleo
em medula 6ssea de camundongos e do ensaio cometa em linfécitos humanos. Feira
de Santana/Bahia, 2015.

SCHIAR, VIVIANE PATRICIA P., DOS SANTOS, DANUBIA B.LUDTKE, DIOGO
S. et al. Screening of potentially toxic chalcogens in erythrocytes. Toxicology in Vitro,
v. 21, n. 1, p. 139-145, 2007.

SHAABAN, E. R.; AFIF, N.; EL-TAHER, A. Effect on film thickness on
microstructure parameters and optical constants of CdTe thin films, Journal of Alloys
and Compounds, v. 482, p. 400-404, 20009.

SINHA, V. S., KUMAR, N. Assessment of mito-inhibitory and genotoxic effects of two
organophosphate pesticides in the root tip cells of Allium cepa L. Annals Plant
Sciences, v. 5, p. 699-703, 2014.

SKEHAN, P.; STORENG, R.; SCUDIERO, D.; MONKS, A.; MCMAHON, J.;
VISTICA, D.; WARREN, J. T.; BOKESCH, H.; KENNEY, S.; BOYD, M. R. New
colorimetric cytotoxicity assay for anticancer-drug screening. Journal of the National
Cancer Institute, v. 82, n. 13, p. 1107-1112, 1990.

SOUZA A., LUCHESE C.; SANTOS N. J.; NOGUEIRA, C. Antioxidant effect of a
novel class of telluroacetilene compounds: Studies in vitro and in vivo. Life Sciences,
v.84(11-12), pp.351-357, 20009.

SREDNI B. Immunomodulating tellurium compounds as anti-cancer agents. Seminars
in Cancer Biology. v. 22. p. 60— 69. 2012.



46

SREDNI-KENIGSBUCH, D. et al. The novel tellurium immunomodulator AS101
inhibts interleukin-10 production and p38 MAPK expression in atopic dermatites.
Journal of Dermatological Science, v. 50, p. 232-235, 2008.

STANGHERLIN E.C. et al. Exposure to diphenyl ditelluride, via maternal milk, causes
oxidative stress in cerebral cortex, hippocampus and striatum of young rats. Arch
Toxicol. 83:485-491, 20009.

TAYLOR, A. Biochemistry of tellurium. Biological Trace Element Research, v. 55, p.
231-239, 1996.

TIAN, C. Y. et al. Amplified quenching of electro chemiluminescence from CdS
sensitized T102 nanotubes by CdTe-carbon nanotube composite for detection of
prostate protein antigen in serum. Analystic, v. 137, p. 3070-3075, 2012

VASQUEZ, M. Z., Combining the in vivo comet and micronucleus assays: a practical
approach to genotoxicity testing and data interpretation. Mutagenesis. v. 25, n. 2, p.
287-99, 2010.

VIJ P. HARDEJ D. Evaluation of tellurium toxicity in transformed and non-transformed
human colon cells. Environ Toxicol Pharmacol. 34 ,768-782, 2012.

VILAR, J. B.; FERREIRA, F. L.; FERRI, P. H.; GUILLO, L.A.; CHEN-CHEN, L.
Assessment of the mutagenic, antimutagenic and cytotoxic activities of ethanolic extract
of araticum (Annona crassiflora Mart. 1841) by micronucleus test in mice. Brazilian
Journal Of Biologoy, v. 68, p. 41-7, 2008

YILDIZ, M., CIGERCI, 1. H., KONUK, M., FATIH FIDAN, A. E TERZI, H.
Determination of genotoxic effects of copper sulphate and cobalt chloride in Allium
cepa root cells by chromosome aberration and comet assays. Chemosphere, v. 75, n. 7,
p. 934-938, 20009.

ZALATA, AA, AH AHMED, SSR ALLAMANENI, FRANK COMHAIRE, AND A
AGARWAL. Relationship Between Acrosin Activity of Human Spermatozoa and
Oxidative Stress. Asian Journal of Andrology v.6. p.313-318. 2004.

ZENI, G.; BRAGA, A. L.; STEFANI, H. A. Palladium-catalyzed coupling of sp(2)-
hybridized tellurides. Accounts of Chemical Research, v. 10, p. 731-738, 2003.

ZIRPEL, B. STEHLE, F. KAYSER, O. Production of A9-tetrahydrocannabinolic acid
from cannabigerolic acid by whole cells of Pichia (Komagataella) pastoris expressing
A9-tetrahydrocannabinolic acid synthase from Cannabis satival. Biotechnology
Letters. v. |, p. 1869-1875. 2015.


https://link.springer.com/journal/10529
https://link.springer.com/journal/10529

Capitulo 1

47

AVALIACAO CITOTOXICA, MUTAGENICA E ANTITUMORAL DA
ORGANOTELURANA RF07

Artigo submetido na revista Toxicology in vitro. Qualis B1 para Farmacia.

Avaliacao citotoxica, mutagénica e antitumoral da organotelurana RF07



48

Felipe Emannuel Alvino de Jesus, Octavio Augusto de Carvalho Maia, Rosélia Maria
Torres de Lima'; Ag-Anne Pereira Melo de Meneses!; José Victor de Oliveira Santos;
Antonielly Campinho?, Adriana Maria Viana Nunes?, Anderson Nogueira Mendes?,
Débora Caroline do Nascimento Rodrigues®; José Roberto de Oliveira Ferreira®*, Felipe
Pantoja Mesquita®; Maria Elisabete Amaral de Moraes®; Raquel Carvalho Motenegro®;
Paulo Michel Pinheiro Ferreira®®; Ana Amélia de Carvalho Melo Cavalcante®, Jo&o
Marcelo de Castro e Sousa’.

1 Laboratdério de Pesquisa em Genética Toxicoldgica — LAPGENIC; Universidade
Federal do Piaui. Teresina, Piaui. 64.049-550, Brasil.

2 Departamento de Biofisica e Fisiologia. Universidade Federal do Piaui. Teresina,
Piaui. 64.049-550, Brasil.

3 Departamento de Biofisica e Fisiologia. Laboratério de Cancerologia Experimental.
Universidade Federal do Piaui. Teresina, Piaui. 64.049-550, Brasil.

4 Universidade Estadual de Ciéncias da Saude de Alagoas. 57010-382, Macei0, Brasil.
5 Departamento de fisiologia e farmacologia, Nucleo de pesquisa e desenvolvimento de
medicamentos. Universidade Federal do Ceara. Fortaleza, Ceara, 64430-270. Brasil.

6 Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas e Biotecnologia.
Universidade Federal do Piaui. Teresina, Piaui. 64.049-550, Brasil.

RESUMO

O teldrio (Te) é um elemento quimico, com caracteristicas intermediarias entre 0s
metais e ndo-metais, razdo pela qual é classificado como um semi-metal ou metaloide.
Estudos prévios mostram que 0s compostos organicos a base de telGrio apresentam
efeitos toxicos e potencialidade como antineoplasicos. Assim, o presente estudo avaliou
0 potencial tdxico, citotoxico, mutagénico, oxidativo, hemolitico e antitumoral da
organotelurana RF07 em diferentes bioensaios, tais como Artemia salina, Allium cepa,
Saccharomyces cerevisiae e viabilidade com MTT e Alamar blue. As linhagens
celulares utilizadas foram o Sarcoma 180, HL-60 (leucemia), AGPO1 (adenocarcinoma
gastrico), SKMEL-28 (melanoma) e MRC5 (fibroblasto normal). Foram utilizadas as
concentragfes de 5, 10 e 20 pug/ml de RFO7 para as avaliagGes toxicogenéticas. Os
resultados mostraram um efeito téxico da RFO7 demostrada pela baixa DL50 em A.
salina bem como uma diminuig&o significativa do crescimento radicular em A. cepa. A
citotoxicidade do composto foi observada nas 03 concentracdes avaliadas atraves dos
baixos indices mitéticos quando comparados ao controle negativo. RFO7 provocou
mecanismos clastogénicos/aneugénicos em células vegetais pela inducdo de
micronucleos, c-metafases, pontes e perdas cromossémicas. A organotelurana em
questdo ndo apresentou efeitos hemoliticos, porém, apresentou efeito antitumoral pela
diminuigéo da viabilidade das células tumorais analisadas nos testes de MTT e Alamar
blue em concentracdes micromolares. Os efeitos toxicogenéticos apresentados podem
esta relacionados com 0s mecanismos oxidativos do RFQ7 observados em S. cerevisiae.
Diante desses resultados e das vérias aplicagdes da RFQ7, ressalta-se a importancia dos
estudos toxicologicos para que o uso da Telurana RF-07 em novas terapias sejam feitas
de maneira mais segura e eficiente.

Palavras-chave: Semi-metal; Toxicidade; Genotoxicidade; Antineoplasicos; Alteracbes
cromossomicas.
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ABSTRACT

Tellurium (Te) is a chemical element with intermediate characteristics between
metals and nonmetals, which is why it is classified as a semi-metal or metalloid.
Previous studies have shown that organic compounds based on tellurium have toxic
effects and potential as antineoplastic agents. Thus, the current study evaluated the
toxic, cytotoxic, mutagenic, antitumor and oxidative potential of organotellurium RFQO7
in different bioassays, such as Artemia salina, Allium cepa, Saccharomyces cerevisiae
and the viability with MTT and Alamar blue tests. The cell lines used were Sarcoma
180, HL-60 (leukemia), AGPO01 (gastric adenocarcinoma), SKMEL-28 (melanoma), and
MRCS5 (normal fibroblast). RFO7 concentrations of 5, 10 and 20 pug/ml were used for
toxicogenic evaluations. The toxic effect of RFO7 was demonstrated by the low LD50 in
A. salina, as well as a significant decrease of root growth in A. cepa. The compound
cytotoxicity was observed at the 03 concentrations assessed through the low mitotic
indexes, when compared to the negative control. RFO7 provoked clastogenic/aneugenic
mechanisms in plant cells by the induction of micronuclei, c-metaphases, bridges and
chromosomal losses. The organotellurium in question has also presented antitumor
effect by reducing the viability of the tumor cells analyzed in the tests of MTT and
Alamar blue in micromolar concentrations. The toxicogenic effects presented may be
related to the RFO7 oxidative mechanisms observed in S. cerevisiae. In view of these
results and the several RFO7 applications, it is emphasized the importance of
toxicological studies which will allow the use of RF-07 telurane in new therapies with
more security and efficiency.

Keywords: Semi-metal; Toxicity; Genotoxicity; Antineoplastic agents; Chromosomal
alterations.

1 Introdugéo

O teldrio (Te) é um elemento quimico classificado como um semi-metal ou
metaloide (BA et al., 2010; OGRA, 2017). Seus compostos organicos e inorganicos, ao
longo de muitos anos foram considerados como substancias quimicas ndo essenciais
para a vida humana, uma vez que a sua auséncia no organismo ndo compromete o
metabolismo celular e ndo provoca deficiéncias funcionais, tendo em vista que ndo ha
registros desse metaloide em proteinas humanas (REZANKA; SIGLER, 2008, BA et
al., 2010).

Esse elemento quimico compde basicamente dois tipos de compostos, 0S
inorganicos e 0s organicos ou organotellricos. Os primeiros caracterizam-se pela
presenca de pelo menos uma ligagdo telUrio-carbono na sua estrutura, tendo como
destaque o telurite (OsTe?") com acéo antibacteriana (CUNHA; GOUVEA; JULIANO,
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2009), bem como a telurana inorganica AS101 (telurato de tricolo amonio dioxoetileno
0O-0’) com agdo protetora contra apoptose promovida por homocisteina (OKUN et al.,
2007); acdo antiviral (Papiloma Virus Humano) (FRIEDMAN; BAYER; LETKO,
2009) e acdo antitumoral devido a sua acéo inibitdria em proteases, como a catepsina B,

que esta vinculada a invasdo tumoral, metastase e angiogénese (SREDNI et al., 2012).

J& 0s compostos organicos apresentam diferentes classes, como os hipervalentes,
do qual faz parte a organotelurana RF-07 (4-{2-Cloro-3-[clorometilideno]-1-oxa-2-
(Aappdo)4-teluraspiro[3.5]non-2-il}fenil  Metil Eter), também conhecida por
organoteluroxetana RF-07. Organotelurana RFO07 apresenta algumas atividades
farmacoldgicas interessantes tais como agdo antiepilética (PERSIKE et al., 2008);
antifungica (BARBOSA, JABES, NUNES, 2011); leishmanicida (PIMENTEL et al.,
2012) e antimalarica (MALUF et al., 2015). Além disso, estudos prévios mostram o
potencial dos compostos organotel(ricos como agentes antineoplasicos através da
inibicdo de fatores cruciais para a producdo de IL-10, atuando nas vias antitumorais.
Esta inibicdo muda o equilibrio das respostas de linfocitos Th2 para Th1l, aumentando
producdo de IL-2 e IFN por células imunes, levando a um aumento da atividade de
células NK e um aumento da citotoxicidade tumoral (PIOVAN et.al. 2011; SDRINE,
2012).

N&o existem estudos mais especificos sobre a toxicidade da organotelurana
RFO7 bem como dos outros compostos organicos hipervalentes, a base de telurio
(NOGUEIRA; ZENI; ROCHA 2004 e 2012; CUNHA et al., 2009). Desta forma, sdo
necessarios estudos toxicoldgicos para avaliacdes citotoxicas e genotoxicas desses
compostos ja que 0s mesmos possuem atividades farmacologicas interessantes para uso
racional na biologia e medicina. Assim, o presente estudo avaliou o potencial
toxicogenético da RFO7 em Artemia salina, Allium cepa e em linhagens de
Saccharomyces cerevisiae, além de avaliar a atividade antiproliferativa/antitumoral
desse composto diante de células tumorais humanas utilizando os ensaios de MTT e

Alamar Blue.
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2. Materiais e métodos
2.1 Sintese e determinacédo das concentra¢bes da RFO7

A sintese e a caracterizacdo da RF-07 foram realizadas no Centro de Ciéncias
Naturais e Humanas (Universidade Federal do ABC, Santo André, Sdo Paulo) e estdo
descritas a seguir. O Composto RF-07 foi sintetizado pela reacdo do tricloreto de p-
metoxifenil teldrio com 1-etinil-1-ciclohexanol em refluxo de benzeno, como descrito
por Zeni et al. (1999). Apoés a preparagdo, o produto RF-07 foi inicialmente purificado
por cristalizacdo fracionada e, em seguida, repurificado por recristalizagdo para a
utilizacdo nos ensaios bioldgicos. O produto e todos os reagentes utilizados para a
sintese foram caracterizados por técnicas de espectroscopias como infravermelho,
Ressonancia Magnética Nuclear de 1H, 13C e 125Te e analise elementar (C, H, N).
Essas técnicas garantem tanto a identidade quanto a pureza do composto utilizado.

Devido ao isolamento recente do composto quimico bem como da escassez de
trabalhos toxicologicos, foram utilizadas as concentragdes de 5, 10 e 20 pg/mL baseadas

em estudos anteriores com outras organoteluranas na literatura.

2.2 Bioensaio de letalidade em Artemia salina

A avaliacdo da toxicidade em nauplios de A. salina foi realizada segundo
metodologia descrita por Meyer (1982) e McLaughlin; Rogers (1998). Inicialmente,
foram preparados 500 mL de uma solucdo sintética de sal marinho (30 g/L: NaCl
77,23%, MgSO4 9,62%, MgCl 7,13%, CaCl. 3,32%, KCI 2,11% e NaHCO3 0,59%), a
qual foi posteriormente adicionada dgua mineral ndo clorada na proporcdo 1:1 (agua
marinha artificial) para incubagdo dos ovos de A. salina (10 mg/L) obtidos
comercialmente. Estes foram mantidos a 25 °C, com aeracdo constante, durante 24 h
para favorecer a eclosdo das larvas (nduplios). Para o ensaio, foram colocados, em
triplicata, dez exemplares de nauplios em tubos de ensaio em um volume total de 10 mL
de 4gua marinha artificial com 500 uL das concentracdes de 3,25, 6,25, 12,5, 25, 50,
100 pg/mL. O grupo controle negativo foi representado apenas por agua marinha e o
controle positivo recebeu dicromato de potassio (50 ug/mL). Apbs os periodos de 24 e

48h, foi realizada a contagem do numero de nauplios sobreviventes.

A definigdo da toxicidade do extrato foi baseada nas escalas de toxicidade de

McLaughlin et al. (1993), de acordo com a escala, os valores de concentracéo letal
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(CL)s0> 1000 pg/ml considerou-se ndo toxico; entre 500 a 1000 pg/ml considerou-se
baixa toxicidade; moderada toxicidade para CLso entre 100 a 500 pg/ml e, finalmente,
muito toxico quando a CLso foi inferior 100 pg/ml.

2.3 Ensaio com células meristematicas de A. cepa

Os bulbos com as raizes até 2 cm de comprimento foram colocados nas solucdes
de tratamento da RF07, previamente diluidos em tampdo fostato salina (Phosphate
Buferred Saline, PBS) e Dimetilsulfoxido (DMSO) a 5% nas concentracdes de 5, 10 e
20 pug/mL. Para verificar a atividade toxica, citotoxica e mutagénica da RFO7, foram
realizados 3 tratamentos com cinco repeti¢bes (bulbos) cada, onde cada tratamento foi
exposto a uma das concentracOes citadas da RFO7. Além disso, também foi avaliado o
tratamento que foi exposto ao DMSO 5%, utilizado como o veiculo de solubiliza¢éo da
RFO7 mais PBS utilizado como veiculo de diluicdo. Como controle negativo (CN) foi
utilizada a4gua destilada e como controle positivo (CP) sulfato de cobre (0,6 pg/mL).

Ap0s o periodo de exposicdo (72 h), as pontas das raizes (meristemas) foram
removidas e fixadas em Carnoy (3:1, etanol: acido acético) por 6-8 h, a temperatura
ambiente, e estocadas a -20° C, até o momento de confeccdo das laminas. Para a
confeccdo das laminas, as raizes foram lavadas trés vezes em agua destilada de 5 min
cada e hidrolisadas (HCI 1N, 10 min.). Apds a hidrélise, as raizes foram novamente
lavadas em &gua destilada e transferidas para frascos de vidro &mbar, contendo o
Reativo de Schiff, onde permaneceram em local escuro, por 2 h. Apds esse periodo, as
raizes foram lavadas, até a total retirada do reativo, transferidas para laminas, onde
foram esmagadas em uma gota de carmim acético 2%. As laminas foram avaliadas,
utilizando o microscépio optico (400 x). Foram avaliadas 1000 células por repeticéo,
totalizando 5.000 células por tratamento. Nesse estudo, foram realizadas a avaliagdo da
toxidade, do efeito citotoxico e da mutagenicidade.

A toxidade das trés concentragfes da RFO7 e dos controles foi avaliada a partir
do tamanho médio das raizes (Tamanho medio da raiz, TMR) em milimetros de cada
bulbo. A citotoxicidade (indice mitético, IM) e a mutagenicidade (alteracdes
cromossdmicas, AC) foram avaliadas pela contagem de 5.000 células meristematicas
(unidade experimental: 1000 células/ 1&mina; total de 5 laminas por tratamento) em
microscopio de luz DM 500 (400x). A genotoxicidade inclui alteracdes resultantes de

efeitos aneugénicos (C-metafases, metafase com aderéncias cromossémicas, perdas
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cromossomicas, anafases multipolares e metafases poliploides) ou efeitos clastogénicos
(fragmentos  cromossOmicos, pontes cromossdmicas e outras  alteragdes).
Adicionalmente, a presenca ou ndo de MN, os quais podem ser resultantes de efeitos
aneugeénicas ou clastogénicos, também foi avaliada juntamente com as outras alteracdes
cromossémicas (MAZZEO et al., 2011).

2.4 Teste do disco central em S. cerevisiae
2.4.1 Linhagens de leveduras usadas

Seis linhagens de leveduras foram utilizadas para avaliar a atividade oxidante do
composto quimico RFO7. A linhagem selvagem utilizada ndo apresentava nenhuma
mutacdo nas enzimas de defesa contra substancias oxidativas, enquanto que as outras
cinco linhagens selecionadas apresentavam defeitos em pelo menos uma enzima
antioxidativa. A linhagem EG118 é mutada na enzima superoxido dismutase
citoplasmatica (CuZnSOD - produto do gene SOD1), a EG110 é mutada na SOD
mitocondrial (MnSOD — produto do gene SOD2); a EG133 possui uma mutagdo em
duas enzimas a SOD1 e SOD2; a EG223 mutada em CAT1 e EG mutada em SOD1 e
CAT1 (Tabela 01).

Tabela 1. As linhagens de levedura S. cerevisiae que foram utilizadas no estudo.

DESCRICAO GENOTIPO ORIGEM
EG103 (SODWT) MATa leu2-3,112 trp1-289 ura3-52 GAL+ Edith Gralla, L Angeles

EG118 (Sodl1A) sod1:URA3 todos os outros marcadores como EG103 Edith Gralla, L Angeles

EG110 (Sod2A) s0d2:TRP1 todos outros marcadores como EG103 Edith Gralla, L Angeles

sod1:URA3 sod2:TRP1 duplo mutante/todos outros
marcadores como EG103
EG223 (CatlA) EG103, exceto catl:TRP1
EG (Sod1ACatl1A) EG103, exceto sod:URA3 e catl:TRP1

EG133 (Sod1ASod2A)

Edith Gralla, L Angeles

Edith Gralla, L Angeles
Edith Gralla, L Angeles

Fonte: Adaptado de Oliveira et al., (2014)

2.4.2 Protocolo experimental

Os experimentos foram realizados através do teste do disco central em S.

cerevisiae. As linhagens foram cultivadas em meio YEL (extrato de levedura 0,5%, 2%
de Bacto-peptona, 2% de glucose) a 28°C em um agitador orbital até atingirem a fase de
crescimento estacionaria, de acordo com Oliveira et al., (2014). Células em suspensdo

foram semeadas a partir do centro para a margem das placas de Petri em um movimento
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continuo, para ambos os lados da placa, contendo em seu centro um disco de papel de
filtro estéril, ao qual foi acrescentado, nas distintas placas, 10 uL das concentragdes 5,
10 e 20 pg/mL da telurana RFO7 para realizacdo do tratamento. Para correlagdo
estatistica com o resultado do grupo teste, um grupo controle foi utilizado sendo 10 uL
de uma solugédo contendo H>O> (10 mMol) utilizado como controle positivo. Apos 48 h
de incubacdo em estufa a 37°C, os halos de inibicdo de crescimento das linhagens, em
milimetros, foram mensurados desde a margem do disco de papel-filtro até o inicio do
crescimento celular.

Os valores tabelados e submetidos a analise estatistica variaram de 0 mm
(crescimento completo) a 40 mm (auséncia de crescimento), que corresponde a medida

do raio da placa de Petri. Todos os testes foram realizados em duplicata.

2.5 Teste de hemolise

Para a avaliagdo da atividade hemolitica utilizou-se eritrécitos de cachorro e
ovelhas (Comité de Etica, Univesidade Federal do Piaui, (022/2015), coletado com
anticoagulante (EDTA). Foram adicionados 50 pL de eritrocitos diluidos em PBS na
placa de 96 pocos. Em seguida, foi adicionado 150 ul do composto quimico, em
diferentes concentracgdes (2 a 0,125 mg/mL). A placa de 96 pogos foi incubada por 1 h a
37 °C. Apo6s as placas foram centrifugadas a 1500 rpm, por 10 min, a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi utilizado para avaliacdo da hemdlise utilizando
espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 550 nm. A auséncia (controle
negativo) e 100% de hemdlise (controle positivo) foram determinadas, substituindo a
solucdo de amostra testada com igual volume de PBS e agua Milli-Q estéril,

respectivamente. Os resultados foram expressos em porcentagem.

2.6 Cultura priméaria de Sarcoma 180

As células de S180 foram mantidas na cavidade peritoneal de camundongos
(Comité de Etica da Universidade Federal do Piaui, #167/16,). Ap6s 10 dias da
inoculacéo, o liquido ascitico, contendo células tumorais, foi removido por pungdo na
cavidade abdominal de um animal. Em seguida, as células de S180 foram contadas em
camara de Neubauer (4 x 10° células/mL) e incubadas em meio de cultura RPMI 1640
(1 mM/L L-glutamina GIBCO® [Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA], suplementado com
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10% (v/v) de soro bovino fetal e 1% (p/v) de penicilina/estreptomicina), mantidas em
estufa a 37°C, por 72h, concomitantemente com as substancias teste e controles para
posterior avaliacdo de viabilidade celular.

2.7 Viabilidade celular pelo método do MTT

O ensaio consistiu em uma analise colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-
(4,5- dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT) para formazan,
pela atividade da enzima succinil-desidrogenase presente na mitocondria da célula
vidvel (Mosmann, 1983), permitindo dessa maneira quantificar a porcentagem de
células vivas. As células tumorais foram distribuidas em multiplacas de 96 cavidades
numa densidade de 0,8 - 1 x 106 células/mL. A telurana RFO7 a partir de uma
concentracdo de 100 pg/ml foi incubada durante 68 horas juntamente com as células. A
doxorrubicina foi utilizada como controle positivo. Ap6s o periodo de incubacéo, foi
adicionado 20 uL da solucdo de MTT (5 mg/ mL) e foi reincubada durante 4 horas, em
estufa a 37°C e a 5% CO2. Apds esse periodo, 0 meio de cultura foi descartado e as
placas cuidadosamente armazenadas protegidas da luz, e deixadas overnight para secar
completamente. Posteriormente, o precipitado foi ressuspendido em 100 uL de élcool
isopropilico. Para a quantificagdo do sal reduzido nas células vivas, as absorbancias
foram lidas com o auxilio do espectrofotdémetro de placa, no comprimento de onda de
550 nm. As amostras foram testadas em diluicdo seriada, em triplicata. As CI50
(concentracdo inibitéria média capaz de provocar 50 % do efeito maximo) e seus
respectivos intervalos de confianca (Cl 95%) foram calculados a partir de regressao

ndo-linear utilizando o programa GraphPad Prism versao 5.0.
2.8 Ensaio de viabilidade celular por Alamar Blue

As linhagens celulares utilizadas foram a HL-60 (leucemia), AGPO1
(adenocarcinoma gastrico), SKMEL-28 (melanoma) e MRC5 (fibroblasto normal).
Todas as células foram semeadas em placas de 96 pocos (cinco mil células por poco) e
mantidas na estufa com atmosfera de 5% de CO, a 37°C por 24 horas para permitir a
adesdo celular. Findado o tempo, as células foram tratadas por 72 horas com a curva
concentracdo-resposta para determinar o CI50 da substéncia em estudo nas seguintes
concentragdes: 0 uM, 0,001 uM, 0,01 uM, 0,1 uM, 1 pM e 10 uM da telurana RFO7.

Ao final do tempo de tratamento, foi adicionada a solucdo de Alamar Blue (proporc¢éo
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de 1:20) na placa, e ap0s 3 horas de incubacéo na estufa as placas foram mensuradas no
espectrofotobmetro em um comprimento de onda de 465/540 nm. Os valores de
fluorescéncia de trés experimentos independentes foram analisados no programa
estatistico GraphPad Prism 5.01 para determinar o CI150 através da regressao nao linear,

seguindo a equac&o: Y = bottom + (top — bottom)/(1 + 10((1eg!C50-X)*HillSlope)y

2.9 Anélise estatistica

A analise dos resultados foi realizada pela analise de variancia One-way e Two-way
(ANOVA) seguido do por Tukey como Post hoc teste, utilizando o programa GraphPad
Prism versdao 7.00 para Windows, (GraphPad Software, San Diego California U.). Os

valores de p < 0.05 e p < 0.001 foram utilizados como valores de significancia.

3 Resultados

3.1 Avaliacéo toxica da RFO7 por meio do teste de A. salina

Todas as concentragdes testadas (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,15 pg/mL) promoveram
significantes percentuais de mortalidade (p<0,05) quando comparado com o controle
negativo, com taxas de letalidades de 90,00, 76,6, 66,6, 70,0, 53,3, 46,6%
respectivamente, apds 48 h. Observaram-se ainda nos tempos de exposi¢do avaliados
um comportamento dose-dependente. Os valores de concentracdo letal foram 15,02 e
5,43 pg/ml para 24 e 48h, respectivamente. Utilizando a classificacdo de toxicidade
de McLaughlin et al. (1993), a RF07 apresentou alta toxicidade (100 < pg/ml). Nao
foi observada mortalidade significante para o veiculo utilizado quando comparado ao
CN (Tabela 2).



57

Tabela 2: Atividade toxica do Telurana RFO7 em diferentes concentragcfes (pg/ml)
por meio do bioensaio de letalidade em Artemia salina.

ConcentragOes % de mortalidade de nauplios
24 h 48 h
CN (solucéo salina) 0.0£0.0 0.0£0.0
0,05% DMSO 3.3+05 3.33+0,5
CP (KDCr, 16 pM) 50.0 + 5.7%° 56.6 + 0.5%
100 pg/ml 76,6 £ 5.7%° 90,00 + 6.6%
50 ug/mi 63.3 £5.7% 76.6 + 4.4
25 pg/ml 50.0 + 0.0% 66.6 + 4.4%
12.5 pg/ml 56.6 + 5.7% 70.0 + 6.6
6.25 pg/ml 433 £5.7%® 53.3 +£4.4%®
3.15 pg/mi 40.0 + 10.0% 46.6 + 4.4%
CLso (ug/ml) 15.02 5.43
IC 10.14 — 22,25 3.53-8.34
r? 0.86 0.87

Valores sdo as medias e desvio padréo, 3 <0.05 comparado com o CN, °p <0.05 comparado com
DMSO; Anova one way, com pds teste de Tukey. Cada concentracdo foi executada com trés tubos (10
nauplios vivos / tubo); CLso: Concentragdo letal 50% em pg/ml. IC: Intervalo de confianga; r?:
Determinagdo de coeficiente.

3.2. Avaliacdo toxicogenética de RFO7 pelo bioensaio de A.cepa

As trés concentracdes foram toxicas, pois apresentaram reducdo significativa do
TMR quando comparadas ao CN e ao DMSO 5% ap6s 72 h de exposicdo. Além disso,
na maior concentracao (20 pg/mL), houve reducao significativa do TMR em relagdo ao
CP, confirmando o seu elevado efeito toxico nessa concentracdo. O TMR tratado com o
veiculo (DMSO 5%), ndo apresentou diferenca significativa em relacdo ao CN e ainda
apresentou média significativa em relacdo ao CP, evidenciando a ndo toxidade (Tabela
03). A nivel celular, as trés concentracdes avaliadas foram citotdxicas, apresentando
reducdo significativa do IM quando comparadas com 0 CN e o DMSO 5% ap6s 72 h.
Observou-se uma relagdo inversamente proporcional entre o aumento das concentracoes
da RFO7 e a redugdo do IM. O IM das células meristematicas de A. cepa quando
expostas a0 DMSO 5% foi estatisticamente maior quando comparado ao CP,
evidenciando auséncia de citotoxicidade. A analise estatistica de cada fase do ciclo
celular evidenciou que houve aumento significativo das médias da intérfase com o
aumento das concentracdes da RF07 quando comparados ao CN. No entanto, na medida

em que houve aumento das concentracGes da RF07, reduziram-se as médias da profase,
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metafase, anafase e teldfase de forma significativa quando comparadas ao CN (Tabela
3).

No que diz respeito a média total das alteracfes cromossémicas (AC) observou-
se que as duas concentracdo (5 e 10 ug/mL) da RF07 demostraram significativa
mutagenicidade quando comparada a0 CN e ao DMSO 5%. Essas mesmas
concentragdes mostraram-se menos mutagénicas quando comparada ao CP. Ressalta-se
que o0 DMSO 5% né&o apresentou efeitos genotdxicos quando comparado ao CN. Dentre
as AC observadas individualmente nas concentragdes mutagénicas, MN, C-metafase,
pontes e perdas cromossdmicas foram estatisticamente significativas em relacdo ao CN.
(Tabela 4).
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Tabela 3. Efeito tdxico (TMR) e citotéxico (IM) da telurana RFO7 em células meristematicas de Allium cepa.
~ TE TMR Fases do ciclo celular
Tratamento Concentragao (h) (mm) Intérfase Profase Metafase Anéfase Telo6fase IM (%)
CN - 65+5,0 4934+ 17,0 409+9,1 39,4+3,8 298+31 27628 50,6 £ 1,7
CP 0,006 mg/mL 20,0 £ 2,62 892 + 20,12 43 £ 6,92 29+41 19+49 17+£3,1 10,8 = 3,12
DMSO 5% - 46 £5,9¢ 554,8 £+ 30,8* 386,0 £ 31,2° 228%6 14417 220x£28 445 + 3,1°
5 pg/mL 12 13,0 + 4,6% 789, 2 + 18,9 186,0 + 22,6%° 7,6+29° 5,6 £ 2,6 116+45 21,1+1,8®
REQ7 10 pg/mL 18,0 + 6,4® 791,4 + 19,5%¢ 202,2 + 18,9%¢ 4,8 +1,6%¢ 0,8 +0,6° 0,8 £ 0,62 20,8 +£1,9%
20 pg/mL 6,0 + 1,23 949,6 + 2,73¢ 49,8 +2,7% 0,2 +0,3%¢ 02+0,3% 0,2+0,3® 51+0,3

CN: Controle negativo (Agua destilada). CP: Controle positivo (CuSQO4: Sulfato de cobre). TE: Tempo de exposicdo. TMR: Tamanho Médio da Raiz (milimetros). IM:
Indice Mitético. DMSO: Dimetilsulféxido. One-way ANOVA para TMR e Two-way ANOVA para fases do ciclo celular com pés-teste de Tukey. Valores de significancia (p

< 0,05), comparado ao CN; Pcomparado ao DMSO; ‘comparado ao CP. (p < 0,05).

Tabela 4. Efeito mutagénico da telurana RFO7 em células meristematicas de Allium cepa.
Alteracdes cromossémicas (AC)

Tratamento  Concentracéo . . . Ponte Perda Atraso Total de AC
(h)  Microntcleo C-metéafase N .. .
Cromossémica Cromossémica Cromossémico
CN - 0.6 +0,3° 0,8+0,2 0,6+0,2 0404 04+0,3 28%+12

CP 0,006 mg/mL 8,0 £ 2.42 6,6 + 1,6 3,8+0,9% 8,2+25° 11,2 +2,6 37,8+£1,9°

DMSO 5% - 0,2+0,2° 0,6 +0,2° 0,2 £0,1° 0,0 £0,0° 0,0+0,0° 1,0£0,7¢
5 pg/ml 72h 9,4 +£0,7% 6,5+ 0,6% 2,8 +0,4%® 4,0+0,8® 1,2+0,3° 23,9 + 2 5%¢
RFO7 10 pg/ml 4,6 +0,6%° 3,8+ 1,4% 3,6 1,0 42 +1,1%® 2,4 +0,3% 18,6 + 0,4%°

20 pg/ml 1,3+0,9° 0,2+0,3° 1,0+£0,7¢ 0,0 +0,0° 0,6 +0,7° 3,1+0,7°

CN: Controle negativo (Agua destilada). CP: Controle Positivo (CuSQO4: Sulfato de cobre). TE: Tempo de exposi¢do. DMSO: Dimetilsulfoxido. Two-way ANOVA e pos-
teste de Tukey. Valores de significancia (p < 0,05), *comparado ao CN; Pcomparado a0 DMSO; ‘comparado ao CP.
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3.3 Atividade oxidante do composto Telurana RFO7

A Telurana RF07 nas maiores concentracdes (10 e 20 pg/ml) promoveu dano
oxidativo em todas as linhagens testadas mostrando que o0 composto provoca danos ao
DNA nuclear e mitocondrial para todas as linhagens analisadas quando comparados com o
controle negativo (p<0,001). Entretanto, a concentracdo de 5 pg/ml apresentou esse efeito
oxidativo apenas nas linhagens SOD2, SOD1SOD2 e CAT1CATL1. Quando comparadas

com o perdxido, a RFO7 ndo apresentou efeito oxidativo estatisticamente igual (Figura 01).

Figura 1: Avaliacdo oxidante da Telurana RF07 (5, 10 e 20 pg/ml) em Saccharomyces
cerevisiae pela inibicdo de crescimento no teste do disco central. RFO7. Dados
significantes (p<0,001) em ANOVA e testes Tukey's, para ® comparado com a salina. °
compara com o CP.
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3.4 Avaliacdo hemolitica in vitro

Realizou-se a avaliagdo hemolitica em células animais in vitro e observou-se que
a organotelurrana RFO7 nédo apresentou capacidade de lisar as células analisadas (Figura
2).
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Figura 2: Hemolise de hemécia de ovelha (A) e cachorro (B).
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3.4 Avaliagéo da viabilidade celular pelo ensaio MTT

A RFO07, nas concentragdes testadas, assim como a Dox (2 pug/mL) interferiram,
significantemente, na viabilidade celular das células tumorais de S180 quando
comparados ao controle negativo indicando, assim, efeitos citotoxicos nessas células
tumorais. (Figura 3). O Clso foi de 73,45 pg/ml e o intervalo de confianca de 42,9 a 127,9
pg/mil.
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Figura 3: Viabilidade celular avaliada pelo ensaio de MTT ap0s 72 h de exposi¢do ao
composto RF07 em células tumorais de Sarcoma 180.
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Valores representam a media + desvio padrdo de quatro experimentos independentes. CN: células ndo
tratadas. CP: Dox (Doxorrubicina) (2 pg/mL). ANOVA one-way, seguido de pds-teste de Tukey. 2 p<0,05
comparado ao grupo CN.  p<0,05 comparado ao CP

3.5 Avaliagéo antitumoral do composto RF07

Os resultados apontam que a RFO7 apresentou efeitos citotoxicos em todas as
linhagens celulares avaliadas. Observou-se um Clso de 0,01 uM; 0,71 uM; 1,72 uM; 0,93
uM nas linhagens HL-60, AGP01, SKMEL-28 e MRCS5, respectivamente. Em todas as
linhagens testadas, A RF07 causou aumento da mortalidade celular nas linhagens tumorais
(AGP01, HL-60 e SKMEL-28) com valores estatisticamente significantes quando
comparados ao controle negativo em concentragdes micromolares apresentando um

eficiente efeito antitumoral (Figura 4).
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Figura 4: Avaliacdo da viabilidade celular em diferentes concentracdes da Telurana
RFO07 em diferentes células tumorais.
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Valores representam a média = desvio padrdo de trés experimentos independentes. CN: células nédo
tratadas. CP: Doxorrubicina a 2 pg/mL. ANOVA, one-way, seguido de pds-teste de Tukey. ? p<0,05
comparado ao grupo CN e ?p<0,05 comparado ao grupo CP.

4. Discussao

A busca constante por novos compostos quimicos com atividade farmacologica
despertou o interesse dos pesquisadores pelos compostos organicos de tellrio a partir da
década de 70 devido as suas propriedades toxicoldgicas e farmacologicas (NOGUEIRA
E ROCHA, 2012). Porém, as organoteluranas, como a RF07, ainda possuem poucos
estudos em relacédo a sua toxicidade e seu possivel potencial antineoplasico.

A exposi¢do dos nauplios de Artemia salina a Telurana RF07 demonstrou
sensibilidade a presenca desse composto diante do organismo, causando mortalidade
acentuada o que caracteriza uma significativa toxicidade. Esse bioensaio funciona
através da inibicdo no desenvolvimento embrionario, por meio das propriedades
ovicidas e larvicidas dos agentes testados neste sistema (MANILAL et al. 2009). Maciel
e colaboradores (2000) afirmam que derivados inorganicos e alguns derivados organicos
de telurio foram altamente toxicos em testes realizados no sistema nervoso central de

camundongos, pois estes se mostraram potentes inibidores da esqualeno
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monooxigenase, ocasionando uma reducdo efetiva na velocidade da biossintese do
colesterol, resultando na desmielinagéo dos nervos periféricos.

A atividade toxica da Telurana RFO7 observada no bioensaio de Artemia foi
reforcada também pelos estudos Stangherlin et al., (2008) onde afirmaram que
moléculas organicas contendo teldrio além de possuirem um potencial toxico elas
podem causar teratogenia em fetos de ratos, causando hidrocefalia, edemas, alteracoes
nas medidas corporais fetais, efeitos toxicos para a mée, além de provocar altas taxas de
mortalidade pré e pos-natais. Em outro estudo foi observado que a exposi¢cdo materna ao
ditelureto de difenila durante o periodo de amamentacdo alterou as tendéncias
comportamentais de seus filhotes (STANGHERLIN et al., 2009).

Os efeitos toxicoldgicos da RFO7 foram também reforcados pelo teste de Allium
cepa onde a toxicidade (TMR) e a citotoxicidade (IM) observados foram dose-
dependente para todas as concentra¢Ges analisadas. A inibicdo do crescimento de raiz
pela RFO7 pode ser explicada através da redugdo significativa do IM nas concentracoes
avaliadas. Possivelmente, o efeito tdxico observado pode estar relacionado com o
acimulo da Telurana testada, uma vez que 0s compostos a base de teldrio sdo
acumulados de forma similar a via metabdlica do selénio (Se), como observados em
brdcolis, mostarda da india e alho (ANAN et al., 2013). Adicionalmente, identificou-se
também a capacidade desses vegetais superiores em transformar compostos a base de Te
pela enzima telurocisteina em um aminoacido contendo Te, denominado acido
teluroamino, que apresenta toxidade desconhecida (ANAN et al., 2013). Possivelmente,
a RF07 elou seus metabolitos podem estar associados com os efeitos téxicos e
citotoxicos observados nas células meristematicas de A. cepa. Os dados observados no
presente estudo sugerem uma possivel explicagdo quanto ao efeito toxico em A. cepa e
consequentemente em animais diante da boa correlagdo desse sistema teste com outros
modelos in vivo (ANAN et al., 2013).

Além da atividade citotoxica do composto também foram observados efeitos
mutagénicos nas concentracdes de 5 e 10 pg/mL. Dentre as AC significativas causadas
pela RFO7, as c-metafases confirmam a interferéncia da RFO07 na montagem,
estabilizacdo e/ou inativacdo de fibras do fuso mitético, caracterizando uma atividade
aneugénica dessa substancia (LEME e MARIN- MORALES, 2009; BIANCHI et al.,
2015). Além disso, a RFO7 interferiu com erros na segregacdo que levaram ao
surgimento de perdas cromossomicas. As pontes cromossomicas significativas sugerem

que a RFO7 promoveu ciclos de quebra-fusdo-ponte, representando, juntamente com 0s
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micronucleos observados, uma atividade clastogénica da RF07 (LEME e MARIN-
MORALES, 2009; MAZZEO; FERNANDES; MARIN-MORALES et al., 2011).

O modelo de resposta citotdxica em S.cerevisiae, através do teste de inibigdo de
crescimento € uma estratégia simples e muito sensivel para avaliacdo do efeito biologico
de substancias naturais e sintéticas em tratamentos diversos (ROSA et al., 2007).
Corroborando com efeitos oxidativos em células de levedura observados neste estudo,
andlises realizadas com o composto ditelureto de difenila (PhTe)2 modificou a atividade
de enzimas antioxidantes pela reducédo da atividade da CAT, SOD, GR, GPx e TrxR em
tecido cerebral. A exposi¢do aguda a oxidantes, tais como RFO07, geralmente pode
aumentar a atividade de enzimas antioxidantes como resultados de uma resposta
adaptativa, o que consequentemente reduz o dano. O (PhTe), demonstrou também ser
capaz de oxidar residuos tiolicos em eritrocitos humanos e cérebro de ratos (HASSAN
et al., 2008; SCHIAR et al., 2009; BARBOSA; JABES; NUNES, 2012).

A citotoxicidade observada nos ensaios de viabilidade celular por MTT
corroboram com os estudos de Pimentel e colaboradores (2012), na qual demostraram
em macrofagos derivados da medula dssea de camundongos infectados com a forma
amastigota da Leishmaniose chagasi, que apds 96 horas do tratamento com a RF07, a
citotoxicidade avaliada também por MTT, evidenciou a capacidade do composto em
inibir 50% da viabilidade dos macréfagos na dose de 5,39 nM e ainda capacidade de
inibir 90% dos macréfagos (concentracao inibitoria-1C90) na dose de 17,90 nM.

Vij e Hardej (2012) também demonstraram a citotoxidade de compostos
organicos e inorganicos de teldrio em cultura de células gastrointestinais, que
diminuiram a viabilidade celular. Além disso, estudos realizados com as teluranas
organicas (RF05, RFO7 e RF19) demonstraram a citotoxidade de RF07 (10 uM) e de
RF19 (100 uM), que causaram hemolise em eritrocitos e células endoteliais da veia
umbilical humana (MALUF et al., 2015), corroborando com os resultados encontrados
no presente estudo para o teste de alamar blue, porém divergindo com os resultados de
hemolise encontrado no presente trabalho. Os efeitos antiproliferativos induzidos pela
RFO7 em células tumorais apresentados neste estudo também foram encontrados em
outros compostos a base de telurio. SREDNI et al. (2012) avaliando a sustancia AS101,
composto inorgénico de telrio, encontrou ac¢do antitumoral devido a sua ac&o inibitoria
em proteases, como a catepsina B, que esta vinculada a invasdo tumoral, metastase e
angiogénese. Células cancerosas foram consideradas mais vulneraveis aos compostos de

teldrio que as células normais em alguns estudos. O Composto (2-TeCD) com pontes de
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teldrio, composto organoteldrio sintético, exibiu tanto a atividade catalitica de
Glutationa peroxidase GPx como a atividade de inibidor da tiorrexina redutase (TrxR).
Este composto ajudou a sensibilizar células de cancer de mama e colon humano para
TRAIL (receptor de morte) com base em observacdes de apoptose in vivo e in vitro, o
que melhorou seu potencial terapéutico (LIN et al. 2011).

A mortalidade dos microcrustaceos, os efeitos citotdxicos e mutagénicos em
celulas vegetais bem como os efeitos antiproliferativos induzidos pela RFO7 podem
estar implicados pela superproducdo de espécies reativas de oxigénio (EROS), danos
oxidativos e/ou efeitos pro-oxidativos, causados pelo composto nas células analisadas
como observados no teste de S. cerevisiae, culminando assim, em mutacoes
cromossdmicas, paradas do ciclo celular e consequentemente em morte celular
(ABODANZA et al., 2008; LOPES, 2010).

5. Conclusédo

A Telurana RF07 apresentou alta toxicidade em células animais, além de efeitos
citotoxicos e mutagénicos em células vegetais. Ademais apresentou atividade
antitumoral em cultura priméria de S180, AGP01, HL-60 e SKMEL-28 de forma similar
aos efeitos de um quimioterapico (Doxorrubicina) bastante utilizado em tratamentos
oncoldgicos. Esses efeitos da Telurana RFO7 possivelmente estdo associados ao estresse
oxidativo mostrados em leveduras, ocasionando, assim, as muta¢fes cromossomicas,
parada do ciclo celular e morte celular observadas no presente estudo para 0 composto

quimico estudado.
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Capitulo 1T

ORGANOTELURANA RF07: PERFIL TOXICO E GENOTOXICO EM
MODELOS IN VIVO

Artigo a ser submetido na revista JOURNAL OF PHARMACY AND
PHARMACOLOGY. Revista Qualis B1 para Farmacia
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RESUMO

Este estudo avaliou os possiveis efeitos genotdxicos, mutagénicos e citotoxicos da
Telurana RF-07 nas concentragdes de 1, 50 e 100 pumol/kg em camundongos Mus
musculus, por meio do ensaio cometa, teste de micronucleos, testes hematoldgicos e
bioquimicos em células ndo tumorais de sangue periférico e medula 6ssea. Animais
sadios, do sexo feminino, receberam a administracdo por via intraperitoneal da
substancia testada. Foi feita a retirada de sangue da cauda dos animais nos tempos de
24h, 48h e 72h e, posteriormente, 0s animais foram eutanasiados para a retirada da
medula 6ssea nos 0ssos femurais. A Telurana RF-07 induziu aumentos significativos do
indice e frequéncia de danos, efeitos clastogénicos e/ou aneugénicos pelo aumento de
microndcleos, assim como apresentaram citotoxicidade pela inducdo de apoptoses,
interferéncia sobre a relacdo entre eritrocitos policromaticos e normocromaticos em
células de medula dssea de Mus musculus sadios bem como pela promog¢do de
mielossupressdo e hepatotoxicidade. Mais estudos sdo necessarios para que doses
seguras sejam encontradas e 0 composto possa ser usado em novas terapias.

Palavras-chave: Telurana RF-07; Efeitos toxicologicos; Genotoxicidade; Apoptoses

ABSTRACT

This study evaluated the possible genotoxic, mutagenic and cytotoxic effects of
Telurane RF-07 at concentrations of 1, 50 and 100 umol / kg in Mus musculus mice, by
means of the comet assay, micronucleus test, hematological and biochemical tests in
non-tumor cells of peripheral blood and bone marrow. Female healthy animals received
intraperitoneal administration of the tested substance. Blood was withdrawn from the
animals' tail at 24h, 48h and 72h, and later the animals were euthanized for bone
marrow removal in the femoral bones. Telurane RF-07 induced significant increases in
index and frequency of damage, clastogenic and / or aneugenic effects due to the
increase of micronuclei, as well as citotoxicity by induction of apoptosis, interference
on polyromatic and normochromatic erythrocytes in bone marrow cells of Mus
musculus as well as the promotion of myelosuppression and hepatotoxicity. More
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studies are needed so that safe doses are found and the compound can be used in new
therapies.

Keywords: Telurane RF-07; Toxicological effects; Genotoxicity; Apoptosis

1 Introducéo

O telurio é um semimetal ndo radioativo pertencente a familia dos calcogénios
grupo 16 da tabela periddica. Em razdo de suas propriedades, a aplicacdo do teldrio é
bastante conhecida nas metallrgicas fazendo parte da composicdo de ligas metalicas,
painéis solares e alguns tipos de discos magneéticos (CUNHA et. al. 2009; CHIVERS,
LAITINEN 2015; OGRA 2017). Os compostos derivados do tellrio podem ser
divididos em dois grupos de acordo com o estado de oxidacdo. Um primeiro é formado
por derivados divalentes que sdo representados por compostos analogos aos alcoois e
tidis. O segundo compreende um grupo maior formado por compostos hipervalentes
com estado de oxidacdo de +4 e +6, € neste Ultimo que estd presente as organoteluranas
ou apenas teluranas (CUNHA et al,.2009).

Os derivados do teltrio apresentam uma grande quantidade de atividades
bioldgicas, o composto AS-101 desenvolve uma atividade imunomoduladora por meio
da inibicdo da funcdo de alguns subtipos de linfocitos e integrinas leucocitarias
especificas, também induz a producdo de IL-2 e promove ainda a restauracdo das
células de regulacdo do sistema imune. Além de apresentar atividade anticancerigena
(SREDNI 2012; HALPERT e SREDNI et.al. 2014). Foi observado também em outros
grupos de compostos derivados do telurio a atividade anti-inflamatéria, antimicrobiana
(HALPERT e SREDNI 2014), podem também inibir seletivamente as enzimas cisteino
protease (PERSIKE et al. 2008; CUNHA et.al. 2009).

A organotelurana RF-07 é um composto organico que contém o tel(rio em sua
estrutura, este composto apresenta atividades bioldgicas interessantes, as quais
destacam-se atividade leishmanicida (PIMENTEL et al., 2012) antifungica
(BARBOSA; JABES; NUNES, 2014), e antimalarica demonstrada através da acao
inibitdria de cisteina proteases em cepas de Plasmodium falciparum (MALUF et al.,
2015).

A toxicologia do teldrio é pouco conhecida, em casos de intoxica¢do aguda 0s
sintomas observados foram: dores de cabeca, sonoléncia, alteracdo na frequéncia

cardiaca, enjoo, espiracdo e urina com forte odor. As teluranas apresentam uma
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atividade sobre o0s tios e em razdo disso pode induzir a formacédo de poros na membrana
interna das mitocondrias influenciando diretamente na morte celular promovendo
diminuigéo da viabilidade, caracterizando uma citoxicidade (CUNHA et al., 2009; VIJ
et al., 2012; QUINES 2013). Frente aos achados da RFO7 identificados na literatura e
aos possiveis efeitos que venham a ser descobertos, considera-se fundamental conhecer
0 potencial toxicoldgico desse composto, o presente estudo avaliou o potencial toxico,
citotoxico, genotoxico e mutagénico da telurana RF-07 por meio do ensaio cometa, teste
de micronucleos e paramétros hematologicos e bioquimicos em camundongos Mus

musculus.

2 Materiais e Métodos

2.1 Sintese e determinacédo da concentracdo da RF07

A sintese e a caracterizacdo da RF-07 foram realizadas no Centro de Ciéncias
Naturais e Humanas (Universidade Federal do ABC, Santo André, Sdo Paulo) e estdo
descritas a seguir. O Composto RF-07 foi sintetizado pela reacdo do tricloreto de p-
metoxifenil telurio com 1-etinil-1-ciclohexanol em refluxo de benzeno, como descrito
por Zeni et al. (1999). Apés a preparacao, o produto RF-07 foi inicialmente purificado
por cristalizacdo fracionada e, em seguida, repurificado por recristalizacdo para a
utilizacdo nos ensaios biolégicos. O produto e todos os reagentes utilizados para a
sintese foram caracterizados por técnicas de espectroscopias como infravermelho,
Ressonancia Magnética Nuclear de 1H, 13C e 125Te e analise elementar (C, H, N).
Essas técnicas garantem tanto a identidade quanto a pureza do composto utilizado.

As concentragdes (1 pMol/kg, 50 uMol/kg e 100 uMol/kg) utilizada nos ensaios
foram determinadas a partir das doses administradas em camundongos para avaliagdo

toxica de compostos derivados de teltrio realizado por Meotti et al. (2003).

2.2 Tratamento dos animais com o composto RF07

Os experimentos in vivo foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Piaui (CEEA 039/17). Foram
utilizados para os experimentos 25 camundongos (Mus musculus), da linhagem Swiss,

albinos, fémeas, pesando entre 25 a 30 g, com aproximadamente 2 meses de idade,
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provenientes do Biotério Central. Os animais foram mantidos sob condicbes
monitoradas de temperatura equivalente a 22 + 1 °C, com livre acesso a ragao tipo
pellets (Purina®) e agua, mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas cada. Os animais
foram divididos em 5 grupos com 5 animais em cada grupo e submetidos a dose aguda
em concentracOes diferentes (1, 50 e 100 uMol/kg). Foram utilizados DMSO a 0.5%
como controle negativo e ciclofosfamida a 20 mg/kg como controle positivo. Os tempos
de exposicéo utilizados foram 24, 48 e 72h.

2.3. Teste cometa em sangue periférico de camundongos Mus musculus

A telurana RF-07 foi administrada via intraperitoneal. Ap6s cada tempo de
tratamento (24, 48 e 72h), 0,5 ml de sangue periférico caudal foi retirado de cada
animal. O teste cometa foi realizado segundo Hartmann et al., (2003) para avaliacao de
danos genotdxicos em sangue periférico obtido por meio de puncdo caudal de
camundongos Mus musculus. Aliquotas de 10 ul das amostras de sangue periférico
foram misturados com uma fina camada de agarose “low melting” 0,75% (90 ul) e
colocadas sobre 1dminas pré-cobertas com agarose normal a 1,5%, foram cobertas com
laminulas (24 x 60 mm), e mantidas em temperatura ambiente até a solidificacéo.
Retirou-se a laminula e mergulhou-se a lamina em solucdo de lise (2,5 M NaCl, 100
mM EDTA, 10 mM Tris, 1% Triton X-100, 10% DMSO, pH 10) a 4°C e protegida da
luz, por 72 horas. Em seguida, realizou-se a corrida de eletroforese com a solucéo de
eletroforese (1 mM EDTA, 300 mM NaOH, pH > 13), sob banho de gelo para a
manutencdo da temperatura em torno de 4°C, por 20 minutos, para o desenrolamento do
DNA, o afrouxamento de suas ligacbes e a exposi¢do dos sitios alcalino-labeis. A
eletroforese foi conduzida a 25 V e 300 mA, por 20 minutos na presenca de luminarias
com baixo comprimento de onda. Posteriormente, as ldaminas foram retiradas da cuba de
eletroforese e mergulhadas na solugdo de neutralizacdo (0,4 M Tris, pH 7,5) por 5
minutos; e expostas por 10 minutos, & solucdo fixadora (Acido tricloroacético 15%,
Sulfato de zinco heptahidratado 5%, e Glicerol 5%). Apos secas, as laminas foram
coradas com solucéo de Giemsa a 10% e lavadas com agua destilada por 3 vezes, sendo
estas deixadas em bandejas para secagem em temperatura ambiente.

Para cada grupo, n = 5, foram fotografadas 100 células por lamina, sendo 2
laminas por animal. A avaliacdo foi realizada a partir da analise do tamanho e

intensidade de degradacéo e arraste do material genético, onde 5 classes de danos foram
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identificadas: classe 0, material genético sem dano ou intacto; classe 1, classe 2; classe
3; até 0 maximo de dano, classe 4. Por fim, calculou-se o indice de dano (ID), variando
de 0 a 400, segundo a formula: £ 0 x (CO) + 1 x (C1) +2 x (C2) + 3 x (C3) + 4 (C4).
Nota: “C0” representa o numero de nucleos em Classe 0, “C1” representa o numero de
nucleos em Classe 1, “C2” representa o nimero de nucleos em Classe 2, “C3”
representa o niimero de nucleos em Classe 3 e “C4” representa o numero de nicleos em
Classe 4; em 100 ndcleos avaliados. Também foi calculada a frequéncia de dano (FD),
variando de 0 a 100%, segundo a formula: FD (%) = 100% — danos de classe 0 (CO).
Para avaliacdo de células apoptdticas, 200 células por animal foram contabilizadas com

os resultados dispostos em porcentagem.
2.4 Teste de microndcleo em medula éssea de camundongos Mus musculus

O teste de micronucleos (MN) utilizando células de medula 6ssea foi realizado
de acordo com metodologia descrita previamente por Krishna e Hayashi (2000). Apos a
eutanasia dos animais, os dois o0ssos fémurais de cada roedor foram retirados e lavados
internamente com soro bovino fetal (20%), para lavagem da medula 6ssea. 25 pL da
suspensdo celular foram direcionados a laminas de vidro, para fixacdo e coloracdo com
Giemsa 10%. Para a determinacdo da frequéncia de eritrocitos policromaticos
micronucleados (EPCMN) o que caracteriza o efeito mutagénico da RFO7 foram
observados 2000 eritrécitos policromaticos (EPC) por animal, totalizando 10.000
células por tratamento Para determinar a citotoxicidade do composto na medula éssea
dos animais, foi contabilizado um total de 400 eritrécitos (EPC+ENC) por animal
(200/1damina) e 2000 células por tratamento. Nesse caso, a relagdo eritrocitica foi
calculado por (EPC/PCE+NCE). Para esta analise foi utilizado microscépio optico com

objetiva de aumento de 100x
2.6 Parametros hematoldgicos e bioquimicos

Para analise hematologica, as amostras foram coletadas em tubos de ensaios com
anticoagulante EDTA e foram rapidamente analisados 0s seguintes parametros:
hemoglobina, hematdcrito, indices hematimétricos (VCM, HCM e CHCM), RDW,
leucocitos e plaquetas. Os ensaios foram realizados no Analisador Hematoldgico
automatico Mindray Modelo BC-2800 (EUA).
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Para analise bioquimica, as amostras de sangue total foram coletadas e
armazenadas em tubos de ensaios e depois centrifugado a 3500 rpm durante 10 minutos.
Logo apods, foram dosados 0s seguintes pardmetros: uréia, creatinina, aspartato
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). Os ensaios foram realizados
no Analisador Bioquimico Bioplus semiautomatico Modelo BIO-2000 IL (BR).

2.6 Analise estatistica

A analise dos resultados foi realizada pela analise de variancia One-way e Two-
way (ANOVA) seguido do por Tukey como Post hoc teste, utilizando o programa
GraphPad Prism versdo 7.00 para Windows, (GraphPad Software, San Diego Califérnia
U.). O valore de p < 0.05 foi utilizado como valor de significancia.

3 Resultados
3.1 Avaliacdo genotdxica do composto Telurana RFO7

A Telurana RFO7 se mostrou genotoxica com valores estatisticamente
significantes para o indice e para a frequéncia de dano nas concentragdes testadas nos
tempos de exposicdo (TE) 24, 48 e 72 horas quando comparados com o controle
negativo. Nas primeiras 24h de exposicdo, a RFO7 apresentou efeito genotdxico
significantemente superior ao controle positivo para indice de dano e frequéncia de
dano. Porém, para 48h, esse valor s6 foi estatisticamente superior na maior
concentracdo (100 umol/Kg) no indice de dano. Enquanto que para o ultimo tempo de
exposicdo, a RFO7 se mostrou estatisticamente menos genotoxica do que o CP (Figura
1). Possivelmente, a capacidade de reparo das células animais diante do efeito
genotoxico do composto ocorreu no ultimo TE, ja que as 3 concentracdes da RFO7
foram estatisticamente inferiores aos TE de 24 e 48h. Mesmo com 0 mecanismo de
reparo, a RFO7 no TE de 72 h continuou genotoxica com valores de ID e FD superiores

quando comparados ao CN.
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Figura 1. Avaliacdo genotdxica (indice de danos e frequéncia de danos) do composto
Telurana RFO7 em células sanguineas de Mus musculus e a capacidade de reparo dessas
celulas avaliadas em diferentes tempos de exposicao.
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CN: controle negativo (sem tratamento). CP: controle positivo (DOX a 2 mg/kg). ANOVA-One-way e pds-
teste de Tukey n=5. Valores significantes (MD+DP) de p<0.05 para ? comparado ao grupo CN, ® & CP no
mesmo tempo de exposicio; e °© diferente quando comparado para 24 e 48h na concentragdo de 1 umol/Kg; ¢
diferente quando comparado para 24 e 48h na concentracdo de 50 pmol/Kg; © diferente quando comparado

para 24 e 48h na concentragdo de 100 pumol/Kg.

A variagdo quantitativa dos tipos de danos também foi avaliada, no qual se
observou que a RF07 nas trés concentragdes induziu estatisticamente maiores danos do
tipo 2, 3 e 4 nas células animais em comparagdo ao CN. Quando comparados ao CP, a
substancia causou mais danos do tipo 3 nas concentragdes de 1 e 50 pumol/kg e tipo 4 na
concentracdo de 100 pmol/kg no TE 24h. Para os TE 48 e 72h, a RFO7 induziu

estatisticamente mais danos do tipo 4 quando comparados ao CP (Figura 2B e C).
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Figura 2: Variacdo quantitativa dos tipos de danos (0 — 4) para o teste cometa em
células de sangue periférico de Mus musculus tratadas com o composto Telurana RF07
em diferentes tempos de exposicao (24, 48 e 72h)
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Na analise fotomicrografica observou-se células em apoptose, a RFO7 em todas
as concentracdes e tempos de exposicdo induziu morte celular em comparacéo ao CN.
Ademais, em comparagdo ao CP, a organotelurana causou maiores valores de apoptose
nas primeiras 24h de tratamento e no Gltimo TE. Quando comparados os diferentes TE
na mesma concentracdo, observou-se, de forma estatistica, que nas concentracdes de 50
e 100 pumol/kg ocorreu uma diminui¢do de células em apoptose na medida em que
aumentava o periodo de tratamento (Tabela 1 e Figura 3).

Tabela 1: Avaliacdo do percentual de apoptose em células sanguineas de Mus musculus
causada pelo composto Telurana RF07 avaliadas em diferentes tempos de exposicao.

Tratamento Concentracao 24 h 48 h 72 h
CN (DMSO) 0,5% 4023 40x14 3,024
CP (Ciclofosfamida) 2 mg/kg 31,0+ 2,52 35,7+£2,92 415+ 3,8%
1 umol/kg 39,2 +6,2% 32,5+3,6% 13,5 + 1,23
Telurana RFO7 50 umol/kg 4125+1,2% 322+ 15 24,0 +1,4%0%

100 pmol/kg 49,7+6,7%°  31,2+1,8" 22,0 £ 1,6%%

ANOVA-One-way e pbs-teste de Tukey n=5. Valores significantes (MDxDP) de p<0.05 para ® comparado
a0 grupo CN,  a CP no mesmo tempo de exposi¢dio; # a 24 h na mesma concentragdo; 3 a 48 h na mesma
concentragdo.

Figura 3. Perfil fotomicrografico de células sanguineas de M. musculus expostos ao
composto Telurana RFQ7 através do ensaio cometa evidenciando os tipos de danos e
células em apoptose. A: 1umol/kg; B: 50 pumol/kg; C: 100 umol/kg. T2: dano tipo 2.
T3: dano tipo 3. Ap: apoptose. Coloracdo por Giemsa. Aumento de 400X.
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3.2 Avaliacdo citotdxica e mutagenicidade do composto RF07

A Telurana RFO7 promoveu significantes (p<0,05) decréscimos da relagédo
EPC/EPC+ENC, nas concentracfes de 50 e 100 pumol/kg em células de medula 6ssea
em comparacdo ao grupo CN, além disso, nas trés concentracdes houve diferenca
estatisticamente significativa quando comparados ao grupo CP (ciclofosfamida)
apresentando os seguintes valores a 0,86 + 0,01, 0,64 = 0,01, 0,60 + 0,02 para as
concentracdes de 1, 50 e 100 pmol/kg, respectivamente, o que demostra o efeito
citotoxico do composto quimico em questdo. Em relagdo a mutagenicidade, a substancia
testada nas duas maiores concentracdes (50 e 100 pmol/kg) induziu significantes

(p<0,05) danos mutagénicos em comparacdo ao CN (Tabela 2).

Tabela 2. Avaliagcdo da acdo mutagénica e citotoxica do composto Telurana RFO7 em
células de medula éssea de Mus musculus por meio do teste de micronucleos (MN).

Mutagenicidade e Citotoxicidade

Tratamentos Concentracao Micronucleos EPC/EPC+ENC
CN (DMSO) 0,5% 1,95+ 0,60 0,90 £ 0,02
CP (Ciclofosfamida) 20 mg/kg 33,25 + 2,632 0,43 + 0,022
1 umol/kg 3,75+ 1,93° 0,86 +0,01°
Telurana RFQO7 50 umol/kg 26,37 + 1,882 0,64 +0,01%
100 pumol/kg 30,87 £ 1,26% 0,60 + 0,02%

Sem tratamento: DMSO 0,5%. CP: controle positivo (20 mg/kg). Relagdo entre o nimero de eritrocitos
policrométicos e a soma de eritrocitos policromaticos (EPC) e normocromaticos (ENC) em 400 células
analisadas (EPC/EPC+ENC). ANOVA-One-way e poés-teste de Tukey. n=5. Valores significantes
(MD=DP) de p<0,05 para 2 comparado ao controle negativo, & CPA.

3.3. Avaliagéo dos pardmetros bioquimicos e hematologicos de M. musculus submetidos
a Telurana RFO7

Para avaliar os efeitos toxicos causados pela Telurana RF07 no organismo, 0s
niveis plasmaticos de uréia, creatinina, AST e ALT relacionadas a parametros
bioquimicos e niveis plasmaticos relacionados ao eritrograma, leucograma e
plaquetograma de testes hematologicos foram avaliados. No que diz respeito aos
pardmetros hematoldgicos, observou-se significante (p<0,05) leucopenia, com presenca
de neutropenia, linfocitose e monocitose, nas trés concentragdes usadas, quando
comparados ao grupo controle. Em relacdo aos demais pardmetros hematologicos

analisados, ndo houve alteracdes significantes. Para os parametros bioquimicos,



observou-se,

81

nas maiores concentracbes de 50 e 100 pmol/Kg, alteragdes

estatisticamente significantes apenas para AST (TGO) (Tabela 03).

Tabela 3. Parametros hematoldgicos e bioguimicos de Mus musculus tratados com Telurana
RFO7 (1, 50 e 100 umol/Kg). ANOVA-one-way e pos-teste de Tukey. Significancia de 2

p<0,05 comparado ao CN; ® p<0,05 comparado ao grupo tratado com CP. Todos
comparados em relacdo a0 mesmo parametro.
Parametros CN cp RFO7 RFO7 RFO7
1 pmol/Kg 50 pmol/Kg 100 pmol/Kg
Hematoldgico
Leucdcitos totais ~ 4552,5+405,0 2392,5+478,7¢ 3025 +818,5® 2550 + 556,0? 2675 + 292,0°
Neu 553+19 24,0+ 0,9 75+1,8° 4,1+2,7% 5.8 +8,9%
Lin 36,8+ 14 71,5+5,3? 67,5+3,1° 74,1+ 4,22 72,5+ 10,3
Mon 6,1+0,9 22+45 23,4 +2,8° 20,4 +2,8° 20,3+ 1,72
Eos 0,4+0,1 1,1+01 05+0,1 03+0,1 0,5+05
Bas 1,1+0,2 1,0+0,0 1,0+0,1 09+0,1 1,0+0,6
GV 8,1+0,9 7,1+12 10,2+2,9 48026 6,8+0,8
Hb 13,1 41,2 12,8 +0,8 112+3,5 5,4 +2,6° 73+0,3
Ht 45,1+54 36,8 6,1 50,9 + 14,4 22,9+ 12,12 32,9+0,9°
VCM 56,0 0,9 50,8+ 0,9 49,2+22 472+19 485+25
HCM 17,0+0,3 17,4+0,6 11,0+1,3 11,0+ 1,0 11,007
CHCM 31,8+1,8 329+12 22,3+1,6 23114 22,7+23
RDW 13,9+0,3 13,7+1,6 19,6 +2,6 21,0+14 21,3+0,2
PLT 787,7+1496  691,7+1380  937,5+4282  861,7+3989 11865+ 37,1%
Bioquimico
Ureia 34727 67,2+6,3 27,0+7,1° 39.7+5,3° 54,0 + 552
Creatinina 0,5+0,1 1,6 0,1 06+0,1 06+0,1 22+31
AST (TGO) 110,7+95 162,2 +13,5 121,5+13,9° 158,2 + 20,12 194,5 + 41,8
ALT (TGP) 58,7+ 8,3 82,0+7,0 60,2+ 10,2 57,0+ 15,7 55,2 + 16,4

Legenda: CN= controle negativo (sem tratamento); CP= controle positivo (ciclofosfamida a 20mg/Kg); Neu=
neutréfilos/pL; Lin= linfécitos/uL; Mon= monécitos/uL; Eos= eosinéfilos/uL; Bas= basofilos/uL; GV=
glébulos vermelhos x 10%/uL; Hb= hemoglobina (g/dL); Ht= hematdcrito (%); VCM= Volume corpuscular
médio (fL); HCM= Hemoglobina corpuscular média (pg); CHCM= concentracdo de hemoglobina corpuscular
média (g/dL); RDW-= Distribuigdo de eritrocitos (%); PLT= plaquetas x 10%/uL; Uréia (mg/dL); Creatinina
(mg/dL); AST= Aspartato aminotransferase (U/L); ALT= Alanina aminotransferase (U/L).

4. Discussao

Mesmo com o crescente uso de compostos organicos contendo tellrio na

quimica e bioquimica, o estudo da toxicidade dessas substancias até 0 momento ainda é

escassa na literatura. Sabe-se que assim como o telurio elementar e 0s sais inorganicos,

0s compostos organicos de teldrio, tais como a organoteluranas, tendem a ser bastante

toxicos, e a intensidade desta toxicidade depende tanto da estrutura do composto, da
dose administrada e do tipo de animal testado (NOGUEIRA et al., 2012). Assim, 0

presente estudo utilizou-se de um modelo experimental in vivo para avaliar os efeitos

toxicos, citotoxicos, e genotdxicos de da telurana RF07, um composto derivado do

teldrio.
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A genotoxicidade observada nas trés concentracdes avaliadas de RFO7 no teste
de cometa e micronucleos corrobora com estudos realizados por Meinerz et al. (2014).
Os autores utilizando (PhTe). um derivado do tellrio, e observaram genotoxicidade na
concentragdo de 500 umol/kg por meio do ensaio de cometa. O possivel mecanismo
utilizado para explicar a toxicidade dos compostos organicos de teldrio é a capacidade
de oxidar os grupamentos sulfidrilicos, inativando enzimas e/ou diminuindo a
concentracdo de moléculas sulfidrilicas ndo-protéicas como a GSH (BARBOSA et al.,
1998; NOGUEIRA et al., 2003) como a esqualeno monooxigenase e Na”’K* ATPase
(LADEN e PORTER, 2001; BORGES et al, 2005).

Doses proximas a DLso, 0 (S)-dimetilo 2-(3- (fenilquilanil) propanamido)
succinato produziu efeitos mutagénicos em camundongos machos adultos, avaliado pelo
aumento da freqiéncia de micronucleos e produziu efeitos genotdxicos significantes nos
leucdcitos dos camundongos. Esses efeitos podem estar ligados a atividade pro-oxidante
exibida por altas concentragGes/doses de compostos organotelUricos O mecanismo
molecular envolvido ainda é desconhecido, no entanto, pode ser relacionado a
reatividade do telrio e sua propensdo a ser oxidado para Te (IV), que pode
potencialmente interagir com os centros nucledfilos diferentes nas biomoléculas.
Recentemente foi demonstrada que a exposi¢do ao diselenido de difenilo causou danos
ao DNA e deplecdo de GSH nos diferentes tecidos de camundongos (ROSA et al.,
2007; MEINERZ et al., 2014). O conhecimento da toxicidade relativa dos compostos
organicos contendo Te e Se é importante devido o uso de organocalcogénicos na sintese
organica, aplica¢bes industriais e como possiveis componentes de uma variedade de
agentes farmacolégicos (ROSA et al., 2007, CUNHA et al., 2009)

Ratos adultos foram tratados com Ditelureto de difenila (PhTe), durante 7 dias
nas concentragcdes de 10 e 50 Imol/kg, e foi observado que o composto induziu sinais
proeminentes de toxicidade (perda de peso corporal), alteragdes comportamentais e
aumento da peroxidagéo lipidica no cérebro. (PhTe). giminuiu as enzimas antioxidantes
cerebrais catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD), glutationa redutase (GR),
glutationa peroxidase (GPx) e tiorredoxina redutase (TrxR). O cérebro foi mais
suscetivel ao estresse oxidativo induzido por (PhTe)2 do que o figado. A inibicdo de
selenoenzimas importantes (TrxR e GPx) parece estar envolvida na neurotoxicidade

associada a exposicéo (PhTe) 2 em camundongos adultos. (COMPARSI et al., 2012)
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Engman et al., (2000) afirmaram que os compostos de Te sdo capazes de inibir a
TxrR (Thioredoxina redutases) e causar citotoxicidade in vitro o que colabora com os
resultados de apoptose e relacdo eritrocitaria observados no presente estudo. O (PhTe):
oxida o ditiotreitol (DTT), além de inibir a atividade da enzima sulfidrilica 3-ALA-D.
Essa enzima é considerada um dos alvos dos compostos organicos de teldrio, pois
apresenta em seu sitio ativo dois residuos de cisteinil, que sdo facilmente oxidados in
vitro e in vivo por compostos de organico teldrio (MACIEL et al., 2000; MEOTTI et al.,
2003; NOGUEIRA et al., 2003).

O presente estudo mostrou resultados significantes de citotoxicidade da RF07
tanto no ensaio cometa enfatizado pelas porcentagens significantes de apoptoses bem
como pela reducdo significativa da relacdo eritrocitaria quando tratados com as
diferentes concentrac6es do composto. Estudos feitos por Sailer e colacoradores (2004)
mostra que tanto a 2,20-dimetoxidifenil-ditellurida quanto a 2,20-diamino-3,30,5,50-
tetrametildifenil-ditellurida sdo potentes agentes citotdxicos, enquanto analogo sem
telario, 2,20-dimetoxibifenilo ndo foi citotdxico nas doses e tempos testados. Os dois
compostos contentendo teltrio foram capazes de induzir a morte celular apoptotica em
células HL-60 eucariotas de uma maneira dependente da dose, essas doses variando de
5x10% a 5x10° M nas primeiras 6h de tratamento. A analise por citometria de fluxo
indicou uma pequena populacdo de células no final da fase G1/S que pareceu
interromper a progresséo no ciclo celular (SAILER et al., 2004)

O mecanismo real pelo qual os compostos contendo tellrio induzem a morte
celular apoptotica é desconhecido. Mas, com base nas semelhancas quimicas entre o
teltrio e o selénio, 0 mecanismo de acdo intracelular pode ser comparavel ao proposto
para 0s compostos contendo selénio (e outros metais). Foi formulada a hipotese de que
formas inorganicas e organicas de selénio podem funcionar como interruptores redox
em inlmeras vias bioguimicas, levando a ruptura da quimica intracelular e morte celular
apoptotica (SAILER et al., 2004). Em estudos realizados com Ditelureto de difenila,
3,3-Diaminodifenil ditelureto e 4,4-Diisopropildifenil ditelureto frente a linhagem
promielocitica humana (HL-60) foi observado que todos os compostos de organoteldrio
avaliados induziam uma forma apoptdtica de morte celular colaborando com os
resultados apresentados no nosso estudo. A inducdo de apoptose ocorreu de forma
dependente do tempo e da dose analisada por trés métodos analiticos diferentes:

microscopia de fluorescéncia, eletroforese em gel e citometria de fluxo. As celulas
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apoptdticas foram evidentes com 2h ap6s o tratamento com concentragdes de 1x10° M.
(SAILER et al.2003)

A avaliacdo dos pardmetros bioquimicos demonstrou hepatoxicidade na maior
concentracdo de RFO7 (100 p/ml). A toxicidade hepatica e renal ex vivo ja foram
observadas para alguns compostos organicos de teldrio. Os marcadores mais comuns de
hepatotoxicidade sdo as atividades plasmaticas da aspartato aminotransferase (AST) e
da alanina aminotransferase (ALT), que se tornam aumentadas quando ha dano causado
pelos compostos derivados do telurio (MEOTTI et al., 2003; SAVEGNAGO et al.,
2006). Pequenas doses de (PhTe). em ratos (0,5 umol/kg), mostrou um acréscimo na
atividade da alanino aminotransferase e da aspartato aminotransferase no soro,
indicando que (PhTe)2 induz alteragBes nas funcbes normais do figado e rins das
cobaias (MEOTT]I et al 2003). Ademais, Rooseboom et al. (2002) sintetizaram a Te-
fenil-Ltelurocisteina, e verificaram que este composto é capaz de depletar GSH e de
aumentar a atividade da lactato desidrogenase (LDH) em hepatécitos de ratos tanto
quanto o paracetamol, um conhecido agente hepatotoxico.

Reafirmando os resultados do presente estudo, Lacerda e colaboradores (2012)
trataram ratos com uma injecdo intraperitoneal de um organocalcogénio (3-metil-1-
fenil-2- (fenilmaleno) oct-2-en-1-ona) nas doses de 125, 250 ou 500 mg-kg™ e apds 60
minutos foi realizada a analise do sangue para a determinacdo de parametros
bioquimicos e hematoldgicos. Observou-se alteraces na atividade da ALT nas doses de
250 e 500 mg-kg™, e um aumento na contagem de neutrofilos na dose de 125 mg-kg™.
Leucdcitos humanos foram expostos a 5-50 uM de ebselen, (PhSe)2 e (PhTe).. Todos 0s
compostos foram citotoxicos na maior concentracdo testada. Foi observado que o
(PhTe)> pode causar citotoxicidade e genotoxicidade nos leucdcitos, observado,
respectivamente, por uma diminui¢cdo em viabilidade celular no teste de excluséo de
azul de Trypan e um aumento de ID no Ensaio Cometa, onde o efeito (PhTe).
apresentou 0 mais genotdxico (BUENO et al., 2013).

Cabe ressaltar que a toxicidade é apenas causada se 0s mecanismos de
detoxificacdo sdo suplantados por uma quantidade excessiva de telurio ou de seus
compostos, tais como a organotelurana RFQ7. Por se tratar de um elemento raro, pode-
se afirmar que o perigo de envenenamento ocupacional ou ambiental por este elemento

ndo € uma grande ameaca a existéncia humana, mas, apesar disso, ainda é considerado
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um elemento tdxico na maioria dos estudos, e agora com o presente estudo também
citotoxico e genotoxico (LACERDA et al., 2012).

5 Conclusdo

A organotelurana RFO7 apresentou em tratamento com doses agudas
mutagenicidade em medula dssea pelo significante aumento de microndcleos e
genotoxicidade pelo aumento do indice e frequéncia de danos ao DNA observados nas
avaliacbes com sangue periférico. Ademais, o composto se mostrou citotoxico em
células sanguineas animais, causando morte celular provavelmente pela alta capacidade
de causar mutacdes e aumentar o estresse oxidativo intracelular. Por fim, causou efeitos
hepatotoxicos e distlrbios no tecido hematopoietico, necessitando assim de estudos
adicionais para determinacdo de concentracOes seguras para futuras formulagOes

farmacéuticas.
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