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RESUMO

O cancer colorretal (CCR) é uma doenca de grande impacto econémico e
social, principalmente em paises emergentes, ocupando a posi¢ao de terceiro lugar
entre as neoplasias malignas mais frequentes no mundo, além de apresentar
elevada taxa de mortalidade. Nesse cenario, os compostos organotelurados (OT)
se apresentam como agentes com potencial futuro emprego na terapia antitumoral.
O ditelureto de difenila (DTDF), um composto OT, induziu citotoxicidade,
genotoxicidade, clastogenicidade e parada do ciclo celular em células de mamifero
(V79) reportado em estudos. Esses efeitos, em parte, sdo devido a inibicdo da
enzima topoisomerase | (TOP1l) e inducdo de estresse oxidativo, 0s quais
sugeriram a possibilidade de investigar a acao citotoxica dessa molécula em células
de céancer. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do DTDF em
HCT116 (CCR) em comparacdo a células ndo tumorais MRC5 (fibroblasto
humano), determinando possiveis mecanismos de acdo que estdo envolvidos no
processo citotoxico. Os resultados indicaram que as células HCT116 sdo mais
sensiveis aos efeitos citotoxicos do DTDF quando comparadas a linhagem MRC5.
Nesta direcao, também ocorreu a diminuicdo da viabilidade celular em células HelLa
expostas ao DTDF. No contexto de morte celular, foi observada a inducédo de
apoptose nas linhagens HCT116 e HelLa expostas ao DTDF por 24 e 48 h, sendo
gue o processo apoptético ocorreu de maneira dependente de caspases. Além
disso, nas linhagens HCT116 e MRCS5 tratadas com o DTDF ocorreu a parada no
ciclo celular, expressa pelo acumulo de células em fase G2/M em 24 e 48 h de
exposicdo. Esses efeitos observados podem ser consequéncia de danos no DNA,
e a avaliacao pelo ensaio cometa mostrou o0 aumento de danos de DNA em HCT116
e MRC5 expostas ao DTDF em relacao ao controle em ambas as condicdes de 3 e
24 h. De modo interessante, foi constatado que o aumento de quebras duplas de
DNA foi induzido em HCT116 e HelLa expostas ao DTDF por 1 h, efeito que foi
verificado pelo aumento da fosforilagdo da histona H2AX, ocorrendo principalmente
em células que se encontram em fase S do ciclo celular. Uma causa possivel da
formacdo de quebras duplas € a inibicdo de TOP1 e/ou inducdo de estresse
oxidativo. Tendo isso em vista, foi observado que a exposi¢édo de HCT116 e MRC5

ao DTDF levou a estabilizacdo de complexos clicaveis de topoisomerase |



(ccTOP1), indicando efeito de inibicdo da enzima TOP1 do tipo poison. A exposi¢cao
das células HCT116 e MRC5 ao DTDF por 3 e 24 h induziu 0 aumento de estresse
oxidativo, verificado pelo aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs). Os
resultados apresentados nesse estudo apontam os mecanismos de acdo que
induzem a formacéo de quebras duplas de DNA induzidos pelo DTDF em células
replicativas, efeito que pode ser explicado pela estabilizacdo de ccTOPL1 e inducéo
de EROs. Como consequéncia destes efeitos, a diminuig&do de viabilidade celular e
inducdo de processo apoptotico por via de caspases induzidos pelo DTDF afirmam
o efeito antiproliferativo em células de CCR e o potencial dessa molécula de ser

aplicada na terapia antitumoral.



ABSTRACT

Colorectal cancer (CRC) presents high economic and social impact,
especially in emerging countries, occupying the third position among the most
frequent malignant neoplasms in the world, in addition presenting a high mortality
index. Organotellurium compounds (OT) stand out in this emerging scenario in the
search for new anticancer compounds presenting high cytotoxicity in cancer cells.
Diphenyl ditelluride (DPDT), an OT compound, presents antigenotoxic and
antimutagenic activity at non cytotoxic doses, while in cytotoxic doses the
antiproliferative activity was evidenced in mammalian cells (V79). In cytotoxic doses
the DPDT showed effects of genotoxicity, clastogenicity and cycle arrest induction.
Furthermore, inhibition of topoisomerase | (TOP1) enzyme was evidenced for the
first time in Saccharomyces cerevisiae and by plasmid DNA relaxation assay. The
aim of the study was to evaluate the cytotoxicity of this DPDT in CRC (HCT116) and
human fibroblast (MRC5) cell lines, determining the mechanisms of action occurring
in cellular level. Results showed that CRC HCT116 cells are more sensitive to
DPDT-induced cytotoxicity when compared to the human fibroblast MRC5.
Evaluated by the comet assay, the DNA damage increased in HCT116 treated with
DPDT presented higher DNA damage index when compared to MRC5 in both 3 and
24 h of exposure. The DNA double strand breaks induction was evidenced by
histone H2AX phosphorylation induction in HCT116 and cervical cancer cell (HeLa)
exposed to DTDF at 1 h, an event that occurred mainly in replicative (S phase) cells.
The exposure of HCT116 and MRC5 to DPDT induced the stabilization of TOP1-
DNA cleavable complexes (TOP1cc), indicating a poison effect induced by DPDT in
TOP1 enzyme. The HCT116 and MRC treated with DPDT at 3 and 24 h increase
oxidative stress, evidenced by the increasing of reactive oxygen species (ROS). In
addition, exposure of cells to DTDF led to cell cycle arrest, expressed by
accumulation in G2/M phase in HCT116 and MRC5 at 24 and 48 h of exposure. The
evaluation of apoptosis induction, when cells are exposed to DPDT, occurs the
accumulation of cells in late apoptosis after 24 and 48 h of DPDT exposure. The
same methodology to detect apoptosis was performed pre-incubating condition with
caspase inhibitor, which inhibit the induction of apoptosis e increasing the cell
viability, showing that DPDT-induced apoptosis occurs in a caspase dependent



manner. The results presented in this study points the mechanisms of action that
leads the double strand breaks formation, effect that leads to TOP1cc stabilization
and ROS induction. Consequently, these effects of cell viability decreased and
apoptosis induction in DPDT-induced cytotoxicity process, affirm the antiproliferative
effect on CCR cells and the potential of this molecule to be appliedin antitumor

therapy.
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1. INTRODUCAO

1.1. Cancer Colorretal

O cancer € uma doenca resultante de multiplas etapas, as quais séo dirigidas
por alteragcbes genéticas denominadas mutacbes somaticas, levando ao
surgimento de células proliferativas, sendo essas mutagdes as responsaveis pelo
inicio de uma neoplasia (FEARON 1995; HENRIKSON et al. 2015). O cancer colorretal
(CCR) € 0 segundo tipo de cancer mais comum no Brasile no ambito mundial ocupa
o terceiro lugar em causas de mortes dentre os diversostipos de cancer (RAWLA et
al. 2019; GuIMARAES et al. 2021). Nos Estados Unidos, segundo a American Cancer
Society, dentre as mortes causadas por cancer, CCRaparece em segundo lugar
(SIEGEL et al. 2020). Em numeros absolutos, no ano de2018 foram registrados 1,8
milhdes de novos casos e 881.000 mortes foram relatadas, um contagem que
representa quase 10 % dos novos casos de CCR descritos no mundo entre 185
paises (BRAY et al. 2018). De acordo com estatisticasapresentadas pelo Estados
Unidos, as taxas de oObitos apresentaram um declinio de 50 % em 2016 quando
comparados com o ano de 1970 devido ao rapido desenvolvimento de métodos de
diagndstico e a melhora expressiva nos protocolosde tratamento. Entretanto essa
tendéncia foi observada somente em paises desenvolvidos (DEKKER et al. 2019).
Ainda assim, entre os anos de 1975 e 2013 a incidéncia de CCR aumentou de 10
para 15 casos por 100 mil habitantes americanos entre 20 e 49 anos de idade
(SIEGEL et al. 2017), ao mesmo tempo queem paises como Brasil e Argentina foi
observado um aumento de 20% na incidénciae mortalidade (ARNOLD et al. 2017).

O prognésticos de pacientes com CCR metastaticos permanece
preocupante, apresentando em média em taxas de sobrevivéncia de cinco anos em
18,5 % dos casos nos Estados Unidos e 27,7 % dos casos na Europa (BRAY et al.
2018; SUNG et al. 2021). No Brasil, em uma estimativa para ano de 2020 do Instituto
Nacional do Cancer (INCA), o CCR aparece entre o segundo tipo mais frequente

para homens e o quarto tipo de maior incidéncia em mulheres (Tabela 1) (Fig. 1).
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Numero de Novos Casos

M Outros Canceres (43%)

® Pulmdo (12%)

= Colorretal (11%)
Figado (10%)

® Estomago (7%)

= Mama (6%)

W Esofago (5%)

W Pancreas (3%)

M Prostata (3%)

Numero de Mortes

M Outros Canceres (35,7%)
® Pulmao (18%)
® Colorretal (9,4%)
Figado (8,3%)
m Estomago (7,7%)
™ Mama (6,9%)
W Esofago (5,5%)
M Pancreas (4,7%)
M Prostata (3,8%)

Figura 1 — Grafico de estimativas do INCA (2020). (A) Estimativa em % do INCA
para o ano de 2020 em relacdo ao numero de novos casos de cancer no Brasil; (B)
estimativa em % do INCA para o ano de 2020 em relacdo ao numero de 6bitos
causados por cancer no Brasil.

Tabela 1 - Estimativa do INCA para novos casos de cancer no ano de 2020

Tipo de Estimativa de Novos Casos?
Neoplasia Homens Mulheres
Estados Capitais Estados Capitais
Préstata 65.840 13.640 - -
*(29,2%)
Mama - - 66.280 19.820
*(29,7%)
Colo do - - 16.590 4.180
Utero *(9,2%)
Cdlon e 17.760 3.180 20.470 6.620
Reto *(9,1%) *(9,2 %)

a Tabela resumida da estimativa do INCA para novos casos de cancer no ano de 2020. Sdo apresentados
ndmeros totais de casos, segundo sexo e tipo de neoplasia seguido de incidéncia da populacéo *(%) (total dos
Estados).

Fonte: INCA. Disponivel em: https://www.inca.gov.br/sites/ufu.sti.inca.local/files/media/document/estimativa-

2020-incidencia-de-cancer-no-brasil.pdf.

13


http://www.inca.gov.br/sites/ufu.sti.inca.local/files/media/document/estimativa-

1.2. Etiologia e Biologia Molecular

O carcinoma colorretal é caracterizado por um crescimento anormal e
descontrolado das células do célon e do reto, provocado pelo desequilibrio do ciclo
celular (Lenz 2007). Do ponto de vista histologico o CCR pode ser classificado como
carcinoma, adenocarcinoma ou sarcoma e pode ser classificado em quatro
estagios: Estagio T1: o tumor € iniciado e invade a mucosa intestinal; Estagio T2: o
tumor ultrapassa a mucosa e infiltra a camada muscular do colon ou reto; Estagio
T3: invasdo do tumor nos linfonodos; Estagio T4: Metastase para outros 0rgaos e
tecidos (DUKEs 1932) (Fig.2).

Revestimento
Interno

Musculo

Revestimento
Externo

TMI2 T3 T4

Figura 2. Desenho esquematico dos estagios do CCR proposto por Dukes (1932).

Os fatores de risco para o desenvolvimento do CCR podem ser hereditarios
provenientes de sindromes e historico familiar, assim como os fatores ambientais
podem desempenhar papel relevante para o desenvolvimento da doenca (DEKKER
et al. 2019). O historico familiar como causa € estimado entre 10 a 20 % dos casos
de CCR entre todos os pacientes, considerando que ha um risco variavel,
dependendo do grau de parentesco dos afetados e da idade dos pacientes
diagnosticados (HENRIKSON et al. 2015; ScHOEN et al. 2015). Ainda que existam

estudos de gendmica que associem o CCR a genes de suscetibilidade de risco no
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desenvolvimento da doenca, os fatores e mecanismos envolvidos na herdabilidade
gue causam a doenca ainda nao séo bem esclarecidos (Jiao et al. 2014).

O desenvolvimento do CCR ocorre a partir de células epiteliais, as quais
acumulam diversas mutacdes epigenéticas, um processo que leva a vantagens
seletivas (EWING et al. 2014). Esse processo se inicia pela formacao de um polipo
gue eventualmente, em um periodo estimado de 10 a 15 anos, evolui para CCR
(DEKKER et al. 2019). Em uma outra interpretacdo, presume-se que o CCR também
possa ser proveniente de células tronco ou células tronco like (MEDEMA 2013;
NASSAR & BLANPAIN 2016). A progressao desse carcinoma colorretal tem origem em
tecido normal que se modifica através de uma displasia de tecido, um processo
acompanhado por alteragdes génicas incluindo oncogenes, ativacao e desativacao
de supressores tumorais e mismatch repair (MMR) (NAGTEGAAL et al. 2020). Até
80% dos CCRs provém de um mecanismo genético chamado sequencia adenoma-
carcinoma, ou sequéncia de instabilidade cromossémica, na qual estdo envolvidos
nesse processo o gene adenomatous polyposis coli (APC) (LEGGETT et al. 2001;
CANCER GENOME ATLAS 2012). Os fenotipos de instabilidade cromossémica sédo
tipicamente desenvolvidos em eventos de origem gendmica, que podem ser
iniciados por uma mutacdo em APC seguido da ativacdo de RAS ou perda de
funcdo de TP53 (DEKKER et al. 2019) (Figura 3). Outros 20 % da incidéncia de CCR
originam-se do tipo polipos serrilhados, uma via que envolve uma mutacao no gene
homologo B1 ao oncogene viral de sarcoma murino, do inglés “V-raf murine
sarcoma viral oncogene homolog B1” (BRAF) (BAUER & PAPACONSTANTINOU 2008).
Além disso, nessa via, as mutacdes em KRAS proporcionam a arquitetura para a
progressédo de carcinoma a adenoma (BAUER & PAPACONSTANTINOU 2008), onde
essas lesdes de polipos serrilhados podem ocorrer de mutacdes de vias
neoplasicas independentes tanto de KRAS ou BRAF (NAGTEGAAL et al. 2020).
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A B C

Via Adenoma-carcinoma  Via Neoplasia serrada Instabilidade de
(70-90 %) (10-20 %) microssatélites (2 — 7 %)
FAP Esporédico Adenoma Adenoma
serrilhado serrilhado Sindrome de Lynch
tradicional séssil
L J L ) L )
T T T
Mutacdo de Mutagdo APC Mutagdo em Mutag¢do em Mutagdo de MMR da
APC da KRAS e BRAF BRAF linhagem germinativa
linhagem
germinativa
L MGMT MSH2,6
BRAF
SMAD4 MLH1 MLH1,3
TPS3 I cwmp PMS2,6
v v v v
CCR de microssatélites CCR de microssatélites CCR de microssatélites
estaveis estaveis e instaveis instaveis

Figura 3. Modelo das vias e alteragcdes gendmicas no desenvolvimento do CCR.
(A) Via neoplasica serrilhada séssil que frequentemente € iniciada por uma mutagao
dos genes BRAF ou KRAS, progredindo para metilagcdo de genes supressores
tumorais (fenétipo da ilha de metilagdo CpG [CIMP]); (B) Via em que os tumores
com microssatélites estaveis e nao estaveis podem ser desenvolvidos dependendo
das alteracdes epigenéticas. (C) Via geradora de tumores de microssatélites
instaveis, pouco conhecida, porém com evidéncias de serem um subtipo molecular
distinto. FAP = familial adenomatous polyposis. Figura adaptada (DEKKER et al.
2019).

A sequéncia adenoma — carcinoma foi descrita por Fearon & Vogelstein, que
propuseram um modelo de progressédo multiestagio de CCR, no qual o evento inicial
€ a mutacdo do supressor tumoral APC, seguindo uma sequéncia de outras
modificacdes genéticas e epigenéticas que induzem a formacao do tumor (Fig. 4)
(FEARON & VOGELSTEIN 1990). A mutacdo em APC por si sO ndo resulta em
carcinoma, mas prepara um cenario para uma série de alteragbes de danos
genéticos acumulando lesGes malignas e perda de heterozigose (MiYOsHI et al.

1992; POwWELL et al. 1992).
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Mutacéo de Hipometilagdo Mutac¢do em Outra:s
APC do DNA KRAS Perda de DCC Perda de p53 Alteragdes

|

Figura 4. Sequéncia de eventos genéticos que levam a formacdo do adenoma
seguido de carcinoma colorretal. Modelo proposto por Vogelstein et al. *DCC =
Deleted in Colorectal Cancer.

Baseado na expressao génica, em 2014 o CCR foi classificado em quatro
subtipos moleculares, o consensus molecular cubtypes (CMS) (GUINNEY et al.
2015). A classificacdo dos genes ou vias moleculares sdo: a via imunoldgica
(CMS1), canbnica (CMS2), metabdlica (CMS3) e mesenquimal (CMS4) como
representados na Tabela 2 (GUINNEY et al. 2015). No tipo CMS1, que possui
mutacdo em BRAF, um gene humano responsavel pela proteina B-Raf (uma
proteina quinase serina/treonina) e essa mutacao esta envolvida na dispersao das
células de cancer (SITHANANDAM et al. 1990). No subtipo CMS2, ocorre a ativacao
de Wnt e MYC; Wnt é uma via de sinalizacdo evolutivamente conservada que regula
diversos aspectos celulares quanto a migracao, polaridade, padrbes neuronais e
organogéneses (KoMmiyAa & HaBAas 2008); e MYC € um proto-oncogeneque esta
implicado na patologia da maioria dos tipos de céanceres (GABAY et al. 2014). No
subtipo CMS3A, ocorre a mutacdo do oncogene KRAS, sendo que o status de
mutacdo em comparacao as linhagens do tipo selvagem WT é determinante no
sucesso do uso de anticorpos monoclonais (anti-EGRF) (SULLIVAN& KozucH 2011).
No subtipo CMS4 A ocorre a ativacdo de TGF-, uma via celularimportante na
manutencao de tecidos em particular no contexto de inflamagéo e tumorigenese
(ITATANI et al. 2019).
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Tabela 2 - Subtipos Moleculares do Cancer Colorretal

CMS1 . 1 CMS4
Imunolégico CMS2 Canonica CMS3 Metabalica Mesengquimal
14% 37% 13% 23%

Mutacao em ~
BRAE Mutacao em KRAS
Infiltracéo
Ativacao Ativacdo em Wnt e Desregulacéo gstro[n al,
imunoldgica MYC metabdlica ativagao de
TGF-B,
angiogénese
Piora na Piora na
sobrevida ap0s sobrevivéncia
reincidéncia geral

Tabela adaptada (GUINNEY et al. 2015).

1.3. Tratamento

A intervencdo cirirgica é o principal pilar de tratamento em pacientes
acometidos por CCR, seguido de quimioterapia ou radioterapia, porém a eficacia
dos métodos do € altamente relacionado a qualidade cirdrgica (VAN DE VELDE et al.
2014). Apesar do emergente avanco de triagens clinicas para diagnostico precoce
e diminuicdo da incidéncia de CCR em estagios avancados, quase um quarto dos
diagndsticos acontecem justamente em estagios mais avancados e metastaticos.
Uma parcela de 20 % desses casos de diagnoéstico tardio sdo de metastases
metacronicas, as quais resultam em maior dificuldade de sucesso na cirurgia e
como consequéncia o aumento de Obitos relacionados ao tumor (VAN DER STOK et
al. 2017; SANCHEZ-GUNDIN et al. 2018). Nos estagios iniciais, a quimioterapia é
aplicada como adjuvante no processo operatério, utilizando o 5-fluoracil (5-FU) ou
capecitabina, que apresentam maior eficacia no pré-operatério, reduzindo a
reincidéncia localizada do tumor (VAN GUN et al. 2011). Em pacientes metastaticos
avaliados em triagens clinicas, houve uma melhora significativa da sobrevida de
pacientes nas ultimas décadas, atingindo uma média global de 30 meses. A
melhoria dos resultados é atribuida ao uso dos quimioterapicos oxaliplatina e
irinotecano, além da abordagem de alvos terapéuticos que exploram propriedades

especificas do micro ambiente tumoral, além de outras abordagens
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multidisciplinares (KulPERS et al. 2015). A investigacdo dos mecanismos que
regulam e controlam o crescimento tumoral originarios de células troncos € uma
estratégia promissora para novos agentes que se destinam a afetar um alvo
molecular especifico ou a aplicacdo como tratamento preventivo (DE SOUSA E MELO
et al. 2017; SHIMOKAWA et al. 2017). Os principais agentes aprovados no FDA e que
sdo utilizados na terapia de CCR de pacientes com cancer metastatico estao

listados na Tabela 2 e classificados de acordo seu mecanismo de agéo.
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Tabela 3 Resumo dos principais agentes utilizados no combate ao Cancer Colo

Retal metastético.

Classe de
agentes

Agentes aprovados

Quimioterapicos
Citotoxicos

5-Fluorouracil

Inibicdo da enzima timidilato
sintetase (TS), essencial para
a replicagdo do DNA. Uso
individual e adjuvante.

(VODENKOVA
et al. 2020)

Capecitabina

Agente neoadjuvante,
enzimaticamente convertido a
5-FU.

(WALKO &
LINDLEY
2005)

Irinotecano
Camptosar®

Inibidor de TOP1. E utilizado
em combinacdo com 5-FU e
oxaliplatina.

(Fuataetal.
2015)

Oxaliplatina

Forma cross-links no DNA,
prevenindo MMS e inibindo a
DNA sintetase. Utilizado em
combinacdo com 5-FU e
leucoverin.

(COMELLA et
al. 2009)

Leucovorin

Metabdlito do acido fdlico.
Aumenta a atividade do 5-FU
por estabilizac&o na ligacdodo
metabdlito com a enzima
TS.

(DANENBERG
et al. 2016)

Inibidores de

VEGF

Inibidor de

EGFR

Bevacizumabe

Anticorpo monoclonal, previne
a formacéao de vascularizacéo
no ambiente tumoral.

(ROSEN et
al. 2017)

Aflibercepte

Proteina recombinante que
age como um VEGF-trap,
ligando-se as isoformas
VEGF-A e VEGF-B blogueado
a angiogénese.

(SYED &
MCKEAGE
2015)

Cetuximab

Anticorpo monoclonal
guimérico IgG1 que se liga ao
dominio extracelular deEGRF,
bloqueia receptores de
sinalizacdo e modula o
crescimento tumoral.

(JONKER et
al. 2007)

Panitumumab

Anticorpo monoclonal 1gG2,
reduz a angiogénese, induz
apoptose e diminuia a
producéo de interleucina 8.

(WAINBERG
& HECHT
2006;
BRAZILIAN

20




MEDICAL et

al. 2018)
Inibidor Regorafenibe | Bloqueia multiplas proteinas | (WILHELM et
Multiquinase guinases ativas na | al. 2011)
oncogénese, angiogénese
tumoral, bem como
modulacdo do microambiente
tumoral.

1.4. Terapias e Estratégias Combinatorias

A primeira opgao para tratamento em primeira linha de CCR metastatico é a
tipica combinacdo de 5-FU, leucoverin e oxaliplatina (FOLFOX) ou irinotecano
(FOLFORI). Nessa abordagem, o 5-FU pode ser substituido por capecitabina. No
entanto, a capecitabina associada a irinotecano é considerada uma combinagao
com toxicidade elevada quando comparada a FOLFORI (KuIPERS et al. 2015). Ainda
€ possivel utilizar a combinacdo 5-FU, leucoverin, oxaliplatina e irinotecano
(FOLFOXIRI) que, em algumas situagdes especificas, podem apresentaram maior
eficacia (VAN CuTseM et al. 2014). Quando comparados os resultados da utilizacao
do 5-FU como agente Unico, as terapias combinatérias mostram-se mais eficientes
no controle do crescimento tumoral. No entanto, em pacientes idosos ou com
alguma condicao clinica especifica de comorbidade, a combinacdo de 5-FU a
inibidores de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) como bevacizumabe
se apresentam como protocolos mais adequados (HURwITZ et al. 2005; NAGASAKA
et al. 2016). A combinacgé&o oxaliplatina, irinotecano, folinato e 5-FU (OCLF) aparece
em estudos de fase clinica Il e 1ll como alternativa de FOLFORI, e ainda apresenta
a vantagem de que o FOLFOXIRI ja possuir a associa¢cdo com bevacizumabe (MAsI
et al. 2010).

Ao lado das terapias combinatérias existem 0s agentes que visam alvos
moleculares especificos para o tratamento do CCR. As drogas cujos objetivos sao
determinados alvos moleculares estdo divididas basicamente em trés grandes
grupos: anticorpos monoclonais inibidores de EGRF, anticorpos monoclonais
inibidores de VEGF e as proteinas de fusdo que atacam fatores de crescimento de

pré-agiogénicos (KUIPERS et al. 2015). A super expressao do EGRF esta
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relacionada ao alto risco de progressao metastatica e € esta a condicdo presente
em 80 % dos casos de CCR. Os anticorpos monoclonais IgG1 especificos tém a
capacidade de bloguear a tirosina quinase de EGRF ao exemplo do agente
cetuximabe, assim como o panitumumabe; no entanto, a utilizagcdo desses agentes
€ condicionada a pacientes que ndo possuem mutacdo ativa em KRAS, que
correspondem a 50 % de casos de CCR (KUIPERS et al. 2015). VEGF € um fator de
crescimento fundamental em varias linhagens de cancer e em CCR metastético é
um alvo terapéutico de agentes inibidores, sendo que a provavel acdo desses
agentes € normalizar a vascularizacdo desregulada do micro ambiente tumoral
melhorando a oxigenacdo, por consequéncia e entrega dos quimioterapicos no
tumor localizado (WILLETT et al. 2004). Nesse cenario, 0 bavacizumabe em
combinacao com 5-FU e irinotecano apresentou melhora significativa e aumento da
sobrevida de pacientes acometidos por CCR metastaticos, observado em triagem
clinica de fase Il (PAPAMICHAEL et al. 2015). A sobrevivéncia de pacientes com CCR
apresentou uma melhora significativa com o uso de bavacizumabe e inibidores de
VEGF. Outrossim, com abordagens terapéuticas personalizadas, pode-se obter
bons resultados na diminuicdo de efeitos adversos provenientes do processo
guimioterapico (MATHONNET et al. 2014). O irinotecano, ou CPT-11, € um pro agente
gue € metabolizado e convertido na sua forma ativa, o0 SN-38, no qual é considerado
de 100 a 1000 vezes mais toxico que sua droga parental, atuando em um grande
espectro antitumoral na clinica, in vitro e in vivo (KUNIMOTO et al. 1987; SALTZ et al.
2000; MATHIJSSEN et al. 2001). Devido a sua complexidade das vias metabdlicas e
apresentar farmacocinética imprevisivel, o CPT-11 pode atingir niveis de toxicidade
inaceitaveis, os quais sdo observados em aproximadamente em um terco dos
pacientes (DOUILLARD et al. 2000; SALTz et al. 2000; FucHs et al. 2003).

O CPT-11 é um inibidor de topoisomerase | (TOP1) que induz citotoxicidade,
causando danos no DNA, sendo que seu metabdlito ativo SN-38 induz quebras
simples no DNA pela formacéao de complexos estaveis de TOP1 e DNA (HSIANG et
al. 1985; ROTHENBERG 1997). As quebras simples geradas pelo SN-38, por sua vez,
geram quebras duplas pelo colapso da forquilha de replicacdo, e desencadeando,
como consequéncia, 0 processo apoptotico (HSIANG et al. 1989). A importancia da
deteccdo de danos ao DNA como biomarcadores de eficiéncia do irinotecano foi

comprovada em um estudo que propds o uso do ensaio cometa alcalino (ECA), no
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gual os linfécitos de sangue periférico de pacientes acometidos por CCR foram
tratados com irinotecano (WoobD et al. 2015). Os niveis elevados de dano no DNA
induzidos pelo irinotecano e danos residuais, quantificados pelo ECA, sao
relacionados com o aumento de morte celular in vitro e melhores respostas ao

tratamento in vivo (WoobD et al. 2015).

1.5. Topoisomerase | e agentes inibidores de TOP1

O DNA compactado requer modificacfes topoldgicas da dupla hélice durante a
transcricao, replicacédo e reparacdo (PoMMIER 2006). As topoisomerases (TOP) de
DNA sao enzimas vitais para a replicacdo e transcricdo das células, resolvendo
problemas de topologia que resultam na separacdo das fitas de DNA nesses
processos (WATSON & CRICK 1953; WANG 2002). As TOP tem a habilidade de
separar (ou relaxar) a fita dupla sem alterar sua composi¢cdo quimica, formando
complexos clivaveis de topoisomerase (ccTOP) essenciais para a mudanca de
topologia do DNA. No entanto, esse processo representa potencial ameaca a
integridade gendmica (BJORNSTI & KAUFMANN 2019). Por exemplo, se ocorrer a
estabilizacdo dos complexos clivAveis antes da maquinaria de reparacdo ou
durante a segregacao cromossdmica, na qual a dupla hélice encontra-se separada
pela TOP, podem ocorrer efeitos severos na instabilidade genémica (BJORNSTI &
KAUFMANN 2019). De fato, as TOP sé&o utilizadas como modelo para identificacdo
de um amplo espectro de agentes antitumorais e antibiéticos, que atuam
estabilizando os ccTOP ou por inibicdo catalitica, os quais induzem dano no DNA
(PommMmIER 2013; CuyA et al. 2017). Os agentes antibacterianos e antitumorais, em
muitos casos, tém como alvos seletivo as TOP bacterianas e eucarioticas
respectivamente Assim sendo, resultados de estudos apontam alta eficacia e
relevancia na terapia anticancer, distirbios imunolégicos e doengas neurolégicas
(NiTIss 2009; POMMIER et al. 2010). Os principais agentes antitumorais aprovados
pelo FDA na terapia anticancer que possuem as enzimas TOP como alvo

terapéutico estao listados na Tabela 4 (BJORNSTI & KAUFMANN 2019).
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Tabela 4 - Agentes inibidores de TOP1 aprovados para o tratamento do cancer.

Droga Alvo Status Uso Clinico (Cancer) Referéncia
Irinotecano TOP1  Aprovado  CCR, pancreatico e | (DE MAN et al.
(FDA) pulmao. 2018)
Topotecano TOP1 | Aprovado | Ovario, cervical e cancer | (RIEMSMA et al.
(FDA) de pulméo de pequenas | 2010)
células.
MM398 TOP1 | Aprovado Céncer pancreéatico em | (CHIBAUDEL et al.
(FDA) combinagao com 5-FU e | 2016; WANG-
leucoverin. GiLLam et al.
2016)
Etoposideo TOP2 | Aprovado | Leucemia aguda, | (NiTiIss 2009)
(FDA) linfoma, cancer
testicular e de pulmdo.
Doxorrubicina | TOP2 | Aprovado | Cancer de mama, (TEwey et al.
(FDA) bexiga, leucemia, | 1984, NITISS
linfoma e | 2009)
neuroblastoma.
Daunorrubicina | TOP2 | Aprovado | Leucemia aguda. (TEwey et al.
(FDA) 1984, NITISS
2009)
Mitoxantrona TOP2 | Aprovado @ Leucemia aguda. (CrRespPI et al.
(FDA) 1986; NITISS
2009)

S&o reconhecidos seis tipos de enzimas TOP humanas: TOP1, TOP1mt,
TOP2a, TOP2B, TOP3a e TOP3pB, e todas possuem suas funcbes especializadas e
fungbes compartilhadas (PoOMMIER et al. 2016). A TOP1 cliva a fita simples para
permitir o relaxamento (WANG 1971), sendo que a enzima TOP1 (isoforma A) requer
uma regido de fita simples para se ligar no DNA, permitindo o relaxamento das
tensOes de torsao antes do religamento (BROWN & CozzARELLI 1981; KIRKEGAARD &
WANG 1985; DIGATE & MARIANS 1988); ja a topoisomerase Il (TOP2) faz clivagem
do DNA de fita dupla, realizando a modificacdo da topologia do DNA (GELLERT et al.
1976). O modo de acdo da TOP1 envolve um processo intermediario que consiste
no relaxamento da fita realizando quebras transitérias a ligacdo fosfodiéster em
uma unica fita de DNA (PADGET et al. 2000), sendo que a clivagemdo DNA é obtida
pela formagéo de um intermediario covalente TOP1 — DNA chamado de complexos

clivaveis (AUSTIN & FISHER 1990; STIVERS et al. 1997).
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Elevados niveis de TOP1 sédo detectados em tumores humanos, sugerindo um
aumento de transcricdo ou estabilizacdo de mRNA, embora a amplificacédo
genbmica observada em CCR é descrita e correlacionada com o aumento de
expressdo de RNA / proteina (HusAIN et al. 1994; Yu et al. 2008). Os agentes
irinotecano e topotecano, variantes de CPT (alcaloide derivado de Campotheca
acuminata), ttm como alvo molecular a TOP1, enquanto drogas como etoposideo
e antraciclinas, ttm como alvo TOP2 (GILBERT et al. 2012). Drogas como
topotecano e irinotecano interagem com TOP1 induzindo a estabilizacdo de
complexos clivaveis, mecanismo chamado de efeito poison (PoMMIER et al. 2010;
PoMMIER 2013).

1.6. Irinotecano

O irinotecano é um analogo semissintético de CPT, também referido como CPT-
11 (c-ethyl-10[4-(1-piperidino)-1-piperidino]Jcarbonyloxycamptothecin), o qual é
ativado por hidrolise, convertendo-se para seu metabdlito ativo SN-38 (7-ethyl-10-
hydroxycamptothecin), que possui acdo na TOP1l. O SN-38 age bloqueando a
sintese de DNA com a formacao de quebras duplas, induzindo parada no ciclo
celular na fase S/G2 e levando a morte celular (HSIANG et al. 1989). O composto
CPT-11 é considerado um pré-farmaco de SN-38, convertido por hidrolise através
de carboxilesterases (CES1 e CES2), o qual possui acdo 100 a 1.000 vezes mais
citotoxico que a molécula na sua forma nativa, sendo que a exposicdo a esse
agente levar a resultados altamente variaveis (RIVORY & ROBERT 1995). O agente
irinotecano é considerado uma chave importante no tratamento de CCR metastatico
e aplicado em combinacdo com 5-FU e oxaliplatina, ou drogas com alvo molecular
como 0s bevacizumabe, cetuximabe e panitumimabe, registrando uma sobrevida
dos pacientes superior a 30 meses (FUJITA et al. 2015).

Desde sua introducdo na clinica, o irinotecano € utilizado para tratamento de
tumores sélidos incluindo CCR, pancreatico e pulmdo (DE MAN et al. 2018). O
irinotecano (predominantemente na forma de SN-38) se liga ao complexo TOP1 —
DNA, formando ccTOP, estabilizando e impedindo a religacdo do DNA durante o
processo de replicacdo em fase S (HSIANG et al. 1985; AVEMANN et al. 1988). Como
consequéncia da estabilizacdo dos ccTOP, quebras simples sdo formadas e

convertidas em quebras duplas no DNA pela colisédo da forquilha de replicacéo,
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podendo levar a parada no ciclo celular em fase G2, caso nao reparadas, levando

a morte celular programada (MoORRIS & GELLER 1996) (Figura 5).

A PARP Topol
TDP1 / Reparagao do DNA
Topol Topol e
- — -— = XRCC1, DNA Pol B,
) ) B
T e DNA ligase Il
B ~
PARP Inibi¢do de TDP1 / _ .
PARP +/- Forquilha de Replicagdo
TDP1 Induz Quebras Duplas
no DNA Morte
f Celular
Topol Topol
— —_— - == Quebras Simples ndo

Figura 5 — Esquema do mecanismo de acdo da CPT. (A) Complexos clivaveis de
TOP1 sao removidos por um mecanismo dependente de PARP e TDPI, com a
reparacdo no DNA através XRCCI e DNA polimerase / ligase; (B) Camptotecina
(Irinotecano via SN-38) estabiliza os complexos clivaveis, nos quais as quebras
simples no DNA convergem para quebras duplas na colisdo da forquilha de
replicacdo, evento que leva a morte celular. Adaptado de Gilbert et al (2012).

7

O irinotecano € um composto hidrofilico e com de grande volume de
distribuicdo no organismo estimado em 400 L/m2 em sua condi¢édo estavel (XIE et
al. 2002). Diversos modelos populacionais que estudaram a metabolizacdo do
irinotecano assumem uma alta variabilidade na sua farmacocinética (XIE et al.
2002), e apos ser convertido para metabolito, & estimada uma meia vida muito curta
de 8 minutos de SN-38 no plasma, sendo possivel identificar sua excre¢cao na urina
e fezes (KLEIN et al. 2002). Diversos fatores sao descritos como responsaveis pela
liberacdo do farmaco no organismo como dose, tempo de administracdo, atividade
enzimatica e contagem de hematocritos. No entanto, a massa corporea nao foi
considerada um indicativo nas altera¢des farmacocinética, indicando que uma dose

fixa como conduta de protocolo € o mais adequado (KLEIN et al. 2002; DE JONG et

26



al. 2004; SPARREBOOM et al. 2007). O SN-38 passa pelo processo de glucorinidacéo
no figado pela uridina 5'-difosfo-glucuronosiltransferase (UGT), UGT1Al, para
formar o metabdlito inativo SN-38G, também participando nesse processo a enzima
hepéatica UGT1A9 e a enzima extra-hepatica UGT1A7 (GAGNE et al. 2002). Em uma
segunda rota metabdlica, a desativacdo do irinotecano € sua oxidacdo pelo
citocromo P450 3A, pertencente a super familia das enzimas P450, resultando em
metabdlitos nativos APC (7-ethyl-10[4-N-(5-aminopentanoicacid)-1-
piperidino]carbonyloxycamptotheci) e NPC  (7-thyl-10[4amino-1-piperidino]
carbonyloxycamptothecin) (MICHAEL et al. 2004; WALLACE et al. 2010; PAULIK et al.
2012).

A utilizacdo do irinotecano € limitada devido a sua toxicidade e possui sua
dose limitada devido a efeitos adversos principalmente diarreia, neutropenia e
astenia (DE MAN et al. 2018). O irinotecano causa rea¢do aguda pela injuria da
mucosa intestinal, efeito que é amplificado pela combinacdo do agente com
fluoropirimidinas, como o 5-FU (IKkuNo et al. 1995). Essa lesdo toxica é produzida
em partes pela exposicdo cumulativa do seu metabdlito ativo, o SN-38, e se
caracteriza pela perda do epitélio intestinal, parada no ciclo mitético e aumento de
células apoptoticas (IKuNO et al. 1995). Esses eventos levam a perda da capacidade
de absorcao do colon do intestino, desenvolvendo, por sua vez, a diarreia induzida
por quimioterapia (DIQ). A DIQ na sua forma aguda ocorre dentro de 1 a 24 h ap6s
a administracdo e € considerado um processo mediado em sinergia com a
acetilcolina devido a sua similaridade com o irinotecano (ABIGERGES et al. 1995).
Dentre os pacientes em monoterapia com irinotecano, 16 a 31 % experienciaram
diarreia severa, e outra parcela similar apresentaram neutropenia e astenia em grau
elevado (CUNNINGHAM et al. 1998).

Outra implicacdo importante da utilizacdo do irinotecano € em paciente
portadores da sindrome de Gilbert, os quais sé@o relacionados a altos indices de
toxicidade, em especial os que possuem mutacdo na glucuronosiltransferase
UGT1A1l (TAKANO & SuGIYAMA 2017). As enzimas uridina difosfato
glucuronosiltransferase (UGT) sao consideradas chave em processo de
glucuronidacdo e pertencem a superfamilia de enzimas que metabolizam uma
ampla gama de moléculas lipofilicas como a bilirrubinas, esteroides, toxinas e

drogas que incluem o SN-38 (GUILLEMETTE 2003). Dentre as 117 enzimas da
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superfamilia UGT divididas em 4 subfamilias, a UGT1A € um membro localizada
no cromossomo 2g37, possuindo multiplos exons de codificacdo alternativos que
incluem UGT1A1l (VAN Es et al. 1993; MACKENZIE et al. 2005; GIRARD et al. 2007). A
conversdo do SN-38 para sua forma nédo toxica, o SN-38G, o qual pode ser
excretado do corpo, é realizada pela UGT, e os pacientes que possuem alelos
homozigotos para UGT1A1l *28/*28 sdo mais suscetiveis a desenvolvimento de
neutropenia (DEAN 2012). A rota metabdlica do irinotecano como pro-farmaco e seu
processo de conversao para seu metabdlito ativo (SN-38) e inativacdo (SN-38G) é

uma reagéo com a intermediagdo de UGT1A1 (Fig. 6).

NPC

(Inativo)

Irinotecano Irinotecano SN-38 KN-?,SG _
(pro-farmaco) (pro-farmaco) w (inativo) -gliicosidase

APC s P

(Inativo)

Figado Intestino

Figura 6. Rota metabdlica de transporte do irinotecano. O pré-farmaco irinotecano
€ transportado pelas células hepéticas por fusdo. Parte do irinotecano é degradado
para metabdlitos inativos pelo citocromo P450. A forma ativa do pro-farmaco, o SN-
38 € mediado por UGT1A1 e apos, € transportado para o intestino. J& no intestino,
0 SN-38G pode ser convertido novamente para sua forma ativa pela B-glucosidase.
Adaptado de TAKANO&SUGIYAMA (2017).

A expressdo de TOP1 em CCR ¢é significantemente aumentada,
corroborando que os niveis de TOP1 podem predizer as respostas terapéuticas e
a eficacia utilizando o agente irinotecano (BOONSONG et al. 2002; HORISBERGER et
al. 2009). Nesse cenario, a necessidade de replicacdo do DNA neste mecanismo
de citotoxicidade confere um grau de especificidade pelo tumor, sendo que tal

citotoxicidade € dependente do ciclo celular, também podendo ocorrer por

mecanismo de apoptose desencadeada pela inibicdo da atividade de TOP1 durante
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a transcricdo do DNA (MORRIS & GELLER 1996). Como ilustrado na Figura 5, para
gue ocorra a reparacao no DNA induzido pelo irinotecano, € necessario a remog¢ao
do complexo TOP1 - DNA estabilizados e a resolucdo da quebra do DNA
associada. As proteinas de reparacdo, por sua vez, estdo envolvidas nesse
processo e possuem 0 potencial de serem exploradas quanto a avaliagcdo de
eficacia de tratamento ou como alvos moleculares (GILBERT et al. 2012). Para os
tipos moleculares de CCR que s&o causados por alteracdo em genes de MMR,
linhagens que possuem deficiéncia no sistema de reparagdo MMR, demonstram
maior sensibilidade quando expostos a irinotecano in vitro, sensibilidade que é
revertida quando se utiliza linhagens do tipo selvagem (JAcos et al. 2001). O status
das proteinas MMR se mostra determinante para a resposta ao dano no DNA
qgquando ha stress celular causado por DSB. Tal hipbétese corrobora que a
modulacdo de TOP1 por inibidores do tipo poison se tornem mais efetivas (GILBERT
et al. 2012; FuJiMORI et al. 2019)

A compreensdo de como as proteinas estdo envolvidas na reparacdo de
ccTOP1 sdo muitas vezes resultantes de estratégia experimentais que visam inibir
tais proteinas e, com isso, potencializando o efeito citotdxico causado pelas
guebras no DNA (GILBERT et al. 2012). Estas proteinas, vias moleculares e genes,
constituem alvos moleculares para intervengOes terapéuticas que objetivam
aumentar a eficacia do irinotecano (MAKONDI et al. 2017). Experimentos realizados
em linhagens celulares U251 (glioblastoma) e HT-29 (CCR) demonstram o efeito
potencializado de CPT-11 quando utilizados em combinacdo com inibidores de
PARP, elevando os niveis de dano no DNA e levando a parada no ciclo celular em
G2/M (MikNYoczkl et al. 2003). A utilizacdo do olaparib (AstraZeneca, Londres —
RU), um inibidor de PARP, em pacientes com CCR ja é registrada em estudos
clinicos de fase I, nos quais a combinagdo com CPT-11 se mostrou mais eficiente,

sendo necessario a reducao da dose de ambos os agentes (CHEN et al. 2016).

1.7. Novos Inibidores de TOP1 e compostos non-camptothecin

Novos inibidores de TOP1 sdo investigados atualmente, em um cenario
onde topotecano e irinotecano sao 0s principais agentes aprovados pelo FDA
contra CCR, derivados de CPT e nao derivados de CPT (non-camptothecin) (MARzI

et al. 2018). O CPT-11 é amplamente prescrito para CCR e topotecano para cancer
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de ovario, cervical e cancer de pulméao de pequenas células (LIvERTOx 2012). Como
alternativa de inibidores TOPL1, o irinotecano nanolipossomal chamado de MM398
foi aprovado pelo FDA em combinagdo com o 5-FU e leucoverin para terapia de
cancer pancreético em linhagens resistentes a gemcitabina (CHIBAUDEL et al. 2016;
WANG-GILLAM et al. 2016). Em contraste, as variantes de irinotecano NKTR-102 e
PEGylated ndo se mostraram promissores quando testados contra cancer de ovario
e mama em estudos clinicos de fase Il e Ill (PEREZ et al. 2015; RUSTIN et al. 2017).
Os resultados divergentes entre 0s novos compostos investigados podem refletir
diversos fatores, tais como farmacocinética dos compostos, acumulo intratumoral
ou simplesmente néo ser eficaz para determinados tumores (BJORNSTI & KAUFMANN
2019).

1.8. Compostos Organocalcogénios, Selenados e Telurados

Os organocancogénios (OC) sdo compostos organicos que possuem em sua
formulacdo um calcogénio como elemento principal, geralmente selénio (Se) ou
teldrio (Te), e no contexto bioldgico sdo explorados quanto ao seu potencial
terapéutico em doencas por apresentarem acao antioxidante e citotoxica (ORIAN &
ToprpPO 2014; TRINDADE et al. 2019). O Te ocorre em forma de compostos organicos
e inorganicos, assim como o Se, e algumas dessas diferentes formas foram
exploradas quanto aos seus efeitos bioldgicos especificos (CUNHA et al. 2009).
Inicialmente os compostos de selénio, nas formas organica e inorganica, foram
incorporados na pesquisa quanto as suas atividades biolégicas devido ao fato do
Se ser um elemento que cumpre uma funcéo importa na saude e nas doencas, além
de compor as selenoproteinas (LoBaNoV et al. 2009). Os compostos organicosde
selénio, ou organoselenados (OS), ou selenetos (forma ndo orgéanica), sao
explorados quanto a sua propriedade anticancer, especialmente por induzirem
espécies reativas de oxigénio (ROS) e potencial de modulacédo redox (ORIAN &
TopPO 2014; FERNANDES & GANDIN 2015).

O Ebselen é sem duvidas o OS de maior destaque, o qual, inicialmente, foi
amplamente explorado em estudos quanto as suas propriedades anti-inflamatorias
e antioxidante (LASSER & WEISS 1924), e mais recentemente mostrou-se efetivo na
reducdo de crescimento celular em cancer de mama, célon e hepatocarcinoma

(ENGMAN et al. 1997; YANG et al. 2000; ZHAO et al. 2006). O seleneto, uma forma
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inorganica do selénio, mostrou diminuir a viabilidade celular em células de leucemia
K562 e induzir estabilizacdo de ccTOP de TOP1 e TOP2 detectadas pelo ensaio de
imunofluorescéncia TARDIS (trapped in agarose DNA immunostaining) (LOPEz-
LAzAaRO et al. 2008). JA os compostos OT, e telurados n&o orgéanicos, séo
explorados pelas mesmas propriedades e efeitos bioldgicos dos seu analogo OS.
Ainda que aparecam em menor numero de publicacbes, esses compostos se
mostram importantes agentes com potencial citotoxico em células de céancer,
antioxidantes e imunomoduladores (SREDNI 2012; TRINDADE et al. 2015; TRINDADE
et al. 2019). O composto sintético AS101 (trichloro(dioxoethylene-O,O’)tellurate) é
o telurado que mais avancou em pesquisas, mostrando ser um potente
imunomodulador (in vitro e in vivo), sendo implementado em fase | e Il de estudos
clinicos (SREDNI et al. 1995; SREDNI et al. 1996).

Ha mais de duas décadas, os compostos selenados e telurados sédo explorados
como compostos anticancer: os selenados pela associacao preventiva na dieta com
Se, sendo Se um micronutriente, e os telurados posteriormente inspirados nos
resultados com os compostos de Se (KELLOFF et al. 2000; SREDNI 2012). A inducéo
de citotoxicidade e mecanismos de acdo como parada no ciclo celular, stress
oxidativo, inducdo de danos no DNA, formagbes de quebras duplas no DNA e
interferéncia nos mecanismos de reparacéo pela interagdo com as enzimas TOP
sdo propriedades que tornam esses compostos atrativos para serem aplicados em
diversas linhagens de cancer (ZHou et al. 2003; CHASTEEN et al. 2009; SREDNI 2012;

JORGE et al. 2015; TRINDADE et al. 2015; TRINDADE et al. 2019).

1.9. Compostos de Telurio

A descoberta do telurio ocorreu no ano de 1782 por Franz J. Miller na
Transilvania ao explorar minério de ouro, onde posteriormente o elemento foi
isolado e descrito pelo quimico alem&o Martin Heinrich Klaproth (WEeeks 1935). O
telario € um semimetal, ou metaloide, que foi nomeado com a palavra em latim que
significa terra (tellus), pertencente ao grupo 16, grupo dos calcogénios, na tabela
periodica, no qual também séo incluidos o oxigénio, enxofre e selénio (WEEKS 1957;
FISCHER 2001; CHASTEEN et al. 2009). O elemento Te na sua forma nativa encontra-
se em minérios de ouro e cobre e também em membros da familia Aliaceae, o qual

o alho é representante mais popular (LARNER 1995). Alguns estudos detectaram
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pequenas quantidades de Te em fluidos corporais como urina e sangue, também
presente em proteinas de bactérias, leveduras e outros fungos (ENGEL & YOUNG
1978). Até o momento, ndo existem registros de sua descoberta em nenhuma
proteina em células de metazoérios, portanto ainda ndo € conhecida a acao
fisiologica em mamiferos (TAYLOR 1996; REZANKA & SIGLER 2008). Assim como 0s
compostos de selénio, os Te sdo amplamente utilizados na sintese organica para
se obter intermediérios de utilidade (PETRAGNANI 1991).

As primeiras interacdes bioldégicas com compostos de teldrio na sua forma
inorganica foi a deteccéo do odor no halito de animais expostos, especificamente
odores semelhantes a alho observados em cachorros e humanos expostos a
telureto (TeOs?) (GMELIN 1824). Anos mais tarde, em 1884, Reisert repetiu o
experimento ingerindo ele mesmo teldrio na sua forma TeO2 em doses de 6 pg, 0
que produziu halito semelhante a alho, efeito que durou 30 h (REISERT 1884). Em
termos de toxicologia, o teltrio se mostrou toxico para humanos em suas aplicacées
na industria; assim, a exposicdo ocupacional € um problema a ser considerado
(TAYLOR 1996). Além disso, a alta toxicidade de Se e Te causam problemas
ambientais ao serem descartados em solo e agua devido a formacéo de hidroxidos
e complexos de Se e Te (HARADA 2008).

Em estudos de fisiologia e toxicologia (1901) de compostos telurados, Mead &
Giles identificaram pelo halito que mamiferos foram expostos acidentalmente a
poeira de TeOz2 sintetizado e, como consequéncia, esses animais apresentaram
guadros de um longo periodo de depressédo (MEAD & Giesm 1901). Mais tarde, em
1939 o composto dimetil telureto de férmula (CHs)2Te foi identificado por Bird &
Challenger (BIRD & CHALLENGER 1938). Na primeira metade do século XX foi
realizada a avaliacao sistematica da toxicologia de telurados, quando se chegou a
conclusdo de que formas mais simples como TeOs? sdo mais toxicas para 0s
organismo em comparagcdo com a forma TeOs? (FLEMING 1932). O telureto de
amoénio-prata e telureto de iodo-potassio foram avaliados com atividade
antibacteriana semelhante a nitrato de prata (MUNN & HOPKINS 1925); a0 mesmo
tempo, descobriu-se que injecdes intramusculares de glicose com Te® em
suspensao auxiliavam no tratamento de sifilis, com o efeito adverso de halito
intenso e urina com odores de alho em pacientes submetidos a esse tratamento

(FRAZER 1930). Em 1945, Frederic Challenger, em uma publicacdo sobre
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metilacbes bioldgicas com foco em arsénio, Se e Te, entre outros, propés um
modelo para metilacdo do Se e Te (CHALLENGER 1945). No mesmo modelo de
reducdo sequencial do Se, ele prop6s a reducdo de Te, iniciando em H2TeOs
produzindo ChsTeCHs (Figura 7).

O i+ L
, / CHy ey
HTeO, — H* + Te—OH — CH;Tec—OH
O O
(lon) Acido metanol irénico
O )

. — . 3 ~ A
lonizagdo CH,Te’ o (CH,),T¢" Redugdo (CH,),Tex
e Reducao - o

) 0
Telurio L

Figura 7 — Modelo de reducdo e metilacdo do tellrio proposto por Challenger
(1945).

Os compostos de Se e Te sao considerados “compostos de Janus” — em
alusdo ao deus romano das duas faces, do bem e do mal — devido ao seu
comportamento contrastante e diferente acao toxica ou protetiva dependendo da
concentragcdo utilizada: em doses nédo citotoxicas, essas moléculas apresentam
efeitos benéficos; entretanto, em doses citotoxicas, apresentam elevada toxicidade
e possivelmente atividade carcinogénica (BROzMANOVA et al. 2010; NOGUEIRA &
RocHA 2011). Os efeitos biol6gicos de maior relevancia do Te no ambito celular séo
(i) alteracdo na integridade de estruturas da membrana, (i) mudanca no
metabolismo da glutationa e (iii) stress oxidativo (Kim et al. 2012; VALDIVIA-
GONZzALEZ et al. 2012). Uma caracteristica em comum entre metaloides, como Te,
€ sua afinidade quimica por proteinas, tidis ndo proteicos e sua capacidade de gerar
stress oxidativo pela reacdo de Fenton (KeLL 2010; RuBINO 2015). Os telurados e
selenados, TeOs* e SeO0s?, interferem nas enzimas tioredoxina redutase e
glutationa redutase e seu processo de reducdo é a glutationa que participa da
reducéo de TeOs? para Te (Te®), acompanhado da formacdo de espécies reativas

de oxigénio (TURNER et al. 2001; KESSI & HANSELMANN 2004).
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A literatura mostra que muitas enzimas podem ser afetadas por compostos
de Te em animais. Experimentos realizados em ratos e camundongos, apos a
ingestdo de TeOs?, resultaram em nervos periféricos desmielinizados devido ao
efeito de inibicdo esqualeno-epoxidase, uma enzima vinculada ao sistema
citocromo p450 (ABE et al. 2007). Em um outro estudo publicado anteriormente, a
avaliacdo da ingestdo de Te em ratos mostrou a diminui¢cao dos niveis de colesterol
causado pela inibicdo da enzima esqualeno-epoxidase, que em consequéncia leva
desestabilizagcdo de produgcédo de mielina (WAGNER-RECIO et al. 1991). Outra
interferéncia enzimatica de notavel relevancia é com a enzima selenada
tiorredoxina redutase (TrxR), devido a interacdo Te — Se, a qual possui sua
atividade modificada devido a interagdo com Te, tendo como consequéncia efeito
citotéxico (MCNAUGHTON et al. 2004). Em termos de mecanismo de a¢ao, ambos Te
e Se, quimicamente muito semelhantes, compartiiham efeitos como
enfraguecimento de sistemas antioxidantes no ambito celular e geracdo de

espécies reativas de oxigénio (VAVROVA et al. 2021).

1.10. Telurados e Aplicagdes Terapéuticas

A ideia de explorar o potencial terapéutico dos composto telurados ja se estende
por décadas e ainda € limitada em comparacao aos selenados, embora o interesse
por novos compostos de Te como agente anticancer seja emergente devido ao
potencial imunomodulador (SREDNI 2012). O uso e estudo de compostos OT é
constantemente emergente na comunidade cientifica e estes compostos foram
também considerados promissores e alternativas vantajosas para varias aplicacdes
no passado recente (PETRAGNANI & COMASSETO 1991a; PETRAGNANI & COMASSETO
1991b). Desde entédo, os estudos com moléculas teluradas vém crescendo no
ambito de avaliar suas atividades biologicas, ainda que em numero
expressivamente inferior aos selenados, além de que os compostos de tellrio séo
considerados de dificil manuseio e apresentam alta fotossensibilidade (COMASSETO
2010). Nesse sentido, uma variedade de compostos selenados e telurados se
mostraram promissores com acao antioxidante, anti-inflamatéria, neuroprotetora,
anti-hipertensiva, imunomoduladora e inibicbes enzimaticas (SORIANO-GARCIA
2004; BROZMANOVA et al. 2010; NAzIROGLU et al. 2012; RAYMAN 2012; REES et al.

2013). Apesar do menor numero de estudos em comparagdo aos selenados, 0s
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compostos telurados vem sendo avaliados quanto a sua toxicologia, seja baseada
na inibicdo de crescimento celular e toxicidade observada em animais, ou ao
potencial genotoxico e mutagénico em diferentes modelos de estudo in vitro (SAILER
et al. 2004; CUNHA et al. 2005; ScHIAR et al. 2009; DEGRANDI et al. 2010).

Na exploracdo do potencial antiproliferativo de selenados e telurados, emcélulas
de cisto adenocarcinoma de ovario, observou-se que compostos teluradosforam
capazes de reduzir o crescimento tumoral, bem como baixas doses de seleneto e
telureto séo capazes de aumentar a expressao de TrxR mitocondrial emlinhagens
gue sado sensiveis a cisplatina (RIGOBELLO et al. 2009). O ditelureto de 3,3"-
diaminodifenila e o ditelureto de 4,4 -diisopropildifenila induziram a morte celular
por apoptose em células de leucemia promielocitica humana (linhagem HL-60)
(SAILER et al. 2003). Também, em HL-60, o ditelureto de 2,2,"-dimetoxidifenila e
ditelureto de 2,2"-diamino-3,3",5,5 -tetrametildifenila, observou-se citotoxicidade
induzida por apoptose (SAILER et al. 2004). Na avaliacdo de outros diteluretos
diarilicos, mostrou-se que eles sdo capazes de induzir apoptose através de
alteracdes no ciclo celular de HL-60 (SAILER et al. 2004). Alguns compostos
organicos contendo tellrio séo eficientes inibidores seletivos da atividade cisteino
protease da catepsina B, tornando-os candidatos pra agentes com atividade
antimetastatica (SAILER et al. 2004; RIGOBELLO et al. 2009).

O telurado AS101, que se mostrou um potente imunomodulador, foi
explorado quando a diversas propriedades biolégicas como efeito protetivo em
modelos de (i) camundongos infectados por virus (ROSENBLATT-BIN et al. 1998),
doenca autoimune (lipus) (KALECHMAN et al. 1997) e doencas no figado
(KALECHMAN et al. 2004). As aplicabilidades do AS101 se devem ao fato de possuir
a habilidade de inibir a interleucina 10 (IL-10), uma citocina anti-inflamatoéria
conhecida por inibir citocinas humanas e produzida por macréfagos, células T,
células B e incluindo alguns tipos tumorais (CoNTI et al. 2003; KALECHMAN et al.
2004). Em um estudo onde o AS101 foi administrado em combinagdo com taxol,
observou-se o efeito sinergistico na reducdo de adenocarcinoma pulmonar em
modelos murinos (KALECHMAN et al. 1996). Em camundongos com linfoma cutaneo
de células T observou-se que o composto AS101 apresentou atividade antitumoral
por induzir parada no ciclo celular nas células T em fase G2/M, inducao de apoptose

por ativacdo das caspases 3 e 9, efeitos atribuidos a alta geracdo de espécies

35



reativas provocadas por esta molécula (Xu et al. 1996; HAYUN et al. 2006; NAOR et
al. 2013).

Em ensaios clinicos de fase |, pacientes com cancer metastatico avancado e
resistentes a quimioterapia que receberem tratamento com AS101 mostraram
aumento da producéao e secrec¢ao de citosinas, levando a um aumento de células T
Helper 1 (TH1) e diminuicdo de células T Helper 2 (TH2), com efeito final de
toxicidade adversa minima (SREDNI et al. 1996). Ao avancar para estudo de fase
clinica Il, os resultados da utilizacdo do AS101 em terapia combinatoria, em
pacientes com cancer de pulmdo de células ndo pequenas, mostrou uma
significativa reducdo de efeitos adversos como neutropenia, alopecia e
trombocitopenia (baixo nivel de plaguetas), sem apresentar outros efeitos toxicos
significativos (SREDNI et al. 1995).

1.11. Ditelureto de Difenila

O ditelureto de difenila (DTDF) , um composto OT de férmula Ph2Te2 (Figura 8)
e sintetizado pela primeira em 1894 (KRAFFT 1894; ZEISER 1895; LEDERER 1915), é
um composto solido e considerado um importante intermediario em reacdes de

sintese organica (CuNHA et al. 2009).

Te.
Te

Figura 8. Estrutura quimica do ditelureto de difenila. Formula linear: (CeHs)2Tex.
Numero CAS: 32294-60-3. Fonte: (SIGMA-ALDRICH 2021).

O DTDF é um analogo ao disseleneto de difenila e por essa razéo estudos
levam em consideragdo sua atividade mimética a enzima glutationa peroxidase
(GPx), além de seu potencial antioxidante (ORIAN & ToPPO 2014). O efeito mimético
a GPx foi avaliado in vitro com diferentes tibis e, diferentemente dos compostos

selenados, analogos aos telurados, essas reacfes sdo associadas a mudancgas
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reversiveis no estado de oxidacdo dos compostos organocalcogénios (IBRAHIM et
al. 2012). Estudos foram conduzidos devido as suas propriedades toxicoldgicas e
mecanismos biologicos envolvidos (CUNHA et al. 2009; HAssAN et al. 2009), sendo
gue, em concentragdes mais elevadas, o DTDF apresenta efeitos de citotoxicidade
e a capacidade de oxidar grupamentos tidlicos, afetando uma série de proteinas
fundamentais 8-ALA-D e Na*K*ATPase (BORGES et al. 2005; Souza et al. 2010).

No que diz respeito a genotoxicidade da molécula, o DTDF apresentou efeito
genotoxico e clastogénico em diversos modelos biolégicos. Em Salmonella
typhimurium, a exposi¢do ao DTDF induziu deslocamento de quadro de leitura; em
Saccharomyces cerevisiae, linhagens deficientes na reparacdo por excisdo de
bases (BER) e na reparacao por recombinacdo homologa (HR) mostraram elevada
sensibilidade na exposicdo ao DTDF além da diminui¢cdo dos niveis de glutationa
(DEGRANDI et al. 2010). Em células de fibroblasto de hamster chinés (V79), a
exposicdo ao DTDF apresentou elevado efeito citotoxico pelo aumento dos niveis
de peroxidacdo lipidica e diminuicdo dos niveis de glutationa, um efeito pro-
oxidante. Ainda em células V79, a exposicao a essa molécula induziu a formacéo
guebras no DNA detectado pelo ensaio cometa alcalino (ECA), além de produzir
guebras originarias de danos oxidativos detectados pelas enzimas de restricdo
aplicadas ao ECA: endonuclease-lll (Endo Ill) e formamidopirimidinea-DNA
glicosilase (FPG), as quais reparam danos oxidativos em pirimidinas e purinas,
respectivamente (DEGRANDI et al. 2010).

Em outro estudo realizado com células V79, o DTDF induziu citotoxicidade em
doses acima de 1 uM avaliados pelo método de MTT, além de induzir parada no
ciclo celular em fase S detectada por citometria de fluxo (JORGE et al. 2015). No
mesmo trabalho, apds expor as células V79 ao DTDF, foi confirmada a inducao de
apoptose nas mesmas doses, sendo detectada por analise da morfologia celular e
atividade de caspases 3/7. No ensaio de relaxamento de DNA plasmidial, ao
incubar DNA com DTDF na presenca da enzima TOP1, foi possivel detectar a
inibicdo de TOPL1 pela presenca do DTDF. Além disso, no experimento realizado
em leveduras deficientes para TOP1, foi possivel observar significativa resisténcia
dessa linhagem a exposicao ao DTDF quando comparado com a linhagem do tipo
selvagem, sugerindo que TOP1 pode estar envolvida no processo de citotoxicidade

da molécula (JORGE et al. 2015).
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Nosso grupo de pesquisa avaliou efeitos semelhantes a outros compostos
telurados, e o DTDF apresentou uma faixa de concentracado toxica (acima de 1 uM)
ao mesmo tempo que doses abaixo de 0,5 pM n&o apresentaram citotoxicidade ou
inducdo de danos no DNA avaliados em células V79 (TRINDADE et al. 2015). Com
isso, a exposicdo em doses baixas em V79 levou a efeitos protetivos contra a
genotoxicidade e clastogenicidade como t-BOOH, H202, MMS e luz UVC. A
incubacédo de V79 em baixas doses de DTDF, antes da exposicdo aos agentes
mutagénicos, mostrou ser eficaz na reducéo do indice de dano avaliado pelo ECA
e na diminuicédo da frequéncia de micronucleos. Ainda, utilizando o ECA modificado
com as enzimas Endolll e Fpg, o DTDF foi capaz de diminuir o indice de danos
originados por stress oxidativo causado pelo mutagenos t-BOOH e H202 (TRINDADE
et al. 2015). A condicdo de composto com potencial pré-oxidante e antioxidante
expande as possibilidades da utilizacdo desse agente, explorando seus
mecanismos citotoxico e quimiopreventivos.

Outros estudos abordam as propriedades quimiopreventivas do DTDF, como a
utilizacdo desse agente em modelos murinos. A utilizacdo do DTDF em 1,63 uM
em ratos levou a inibicdo de espécies reativas de acido tiobarbiturico (TBARS) em
50 %, efeito induzido por e nitropussiato de sddio (RossATO et al. 2002). Em outro
estudo realizado em camundongos machos, a injecéo subcutanea de DPDT a 150
uM/kg levou ao efeito protetivo contra a neurotoxicidade induzida pela 4-
Aminopirimidina diminuindo os niveis de TBARS no cérebro (BriTO et al. 2009). Em
ratos machos Wistar (200-250 g), o DTDF em baixas concentragdes (1-4 uM)
elevou a atividade da bomba de sédio potassio (Na*, K* -ATPase) avaliado em
tecido cerebral (BORGES et al. 2005). Recentemente, nosso grupo de pesquisa
mostrou que, ao realizar a pré-exposicdo com DTDF, em uma faixa de
concentragédo de 0,01 a 0,1 uM, em células V79, XPD e MCRS5 induziram efeito
protetivo contra doxorrubicina (DOX), diminuindo o indice de dado no DNA avaliado
pelo ECA e reduzindo os niveis de espécies reativas de oxigénio, ambos induzindo
por DOX (TRINDADE et al. 2019).
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Em um estudo de toxicidade hepatica, os valores de DLso foram de pM/kg em
ratos e 150 uM/kg em camundongos (Swiss) (MeoTTI et al. 2003). Em analises de
sangue os trés compostos utilizados no estudo, disseleneto de difenila, ebselen e
DTDF inibiram a atividade de 8-ALA-D e o DTDF apresentou evidéncias de
toxicidade renal e hepatica.

Estudos de teratogénese foram realizados em ratos Wistar (170-250 g) e sua
prole, nos quais o DTDF foi aplicado em injecdo subcutanea a uma dose de 0,12
mg/kg e a pureza do DTDF (sintetizado em laboratdrio) foi declarada em 99,9
% (STANGHERLIN et al. 2005). Os efeitos teratogénicos foram diversos, incluindo
morte da prole e diminui¢cdo do peso corporal e de 6rgdos como cérebro e rins. Em
outro estudo, as ratas foram expostas ao DTDF no periodo de amamentacao da
prole a 0,03 mg/kg em um periodo de 14 dias. Ndo se observou alteracdo ou
inducdo de toxicidade materna nesse periodo. No entanto, a observacdo de um
periodo de 30 dias demonstrou mudancas no comportamento da prole relacionado
a neurotoxicidade do DTDF (STANGHERLIN et al. 2006). A avaliacdo de stress
oxidativo no cérebro da prole dos ratos mostrou que o DTDF induz o aumento de
niveis de peroxidacéao lipidica, inibiu atividade de &-ALA-D, catalase e SOD do
hipocampo e campo estriado do cérebro dos ratos (STANGHERLINet al. 2009).

A toxicidade do DTDF foi investigada em diversos tecidos e 6rgdos em modelos
in vivo como ratos e camundongos (TRINDADE et al. 2019). Anteriormente, e até os
estudos presentes, o composto DTDF utilizado em muitos dos estudos nos modelos
in vivo ou in vitro sdo sintetizados em laboratdrio de pesquisa, com métodos
descritos por diversos autores (PAUMIER & BALDWIN 1986; ENGMAN & HALLBERG
1989; PETRAGNANI 2007). Os diversos dados que indicam letalidade aguda a
exposicdo de um novo composto sdo um indicador simples e generalizado, um
requisito vital para composicdo de dossiés e datasheet (MORRIS-SCHAFFER &
McCoy 2020).

Anteriormente, outros estudos ja realizaram a exposicao de células de CCR
em linhagens HT-29 e Caco-2, nos quais foi possivel observar um decréscimo da
viabilidade celular em ambas as linhagens em uma faixa de concentracao
significativamente mais alta comparado aos demais estudos, de 62,5 a 1000 uM.

No mesmo estudo, foi detectada a indugcéo de apoptose atraves do aumento da
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atividade de caspases 3/7 e 9 apds exposi¢cao do DTDF (500-1000 uM) em células
HT-29, além de diminuir os indices de GSH/GSSH (V13 & HARDEJ 2012).

Os efeitos do DTDF apresentados em publicacdes anteriores sugerem uma
gama de possibilidades da atuacdo desse composto em células de cancer. Nesse
sentido, a determinacdo de doses citotdéxicas e a compreensdo dos mecanismos
de acdo desse composto na acao antiproliferativa € fundamental. No capitulo | do
presente trabalho, apresentamos uma revisdo cientifica com novos dados de
citotoxicidade e efeitos no ciclo celular ao expor células ao DTDF; o capitulo 2 € um
artigo de dados que elucida os principais mecanismos de acdo do DTDF na

citotoxicidade e genotoxicidade induzidas por esse composto.
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2.

2.1.

2.2.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral dessa tese foi avaliar os mecanismos de acao induzidos em células
de céancer colorretal e fibroblasto humano quando expostas ao agente

organotelurado ditelureto de difenila.

Objetivos Especificos

Avaliar a viabilidade celular e sobrevivéncia celular em células HCT116 e MRC5

expostas ao DTDF.

Investigar a ocorréncia de danos no DNA induzidos pelo DTDF em células HCT116
e MRC5.

Avaliar a sinalizacdo de quebras duplas de DNA em células HCT116 e HelLa

expostas ao DTDF, verificando a incidéncia desse efeito em fase S do ciclo celular.

Determinar a ocorréncia da inibicdo da enzima topoisomerase | em células HCT116
e HCT116 expostas ao DTDF.

Verificar inducao do acumulo de espécies reativas de oxigénio em células HCT116
e MRCS5 tratadas com DTDF.

Investigar a alterag&o no perfil do ciclo celular em células HCT116 e MRC5
expostas ao DTDF.

Avaliar a inducéo de apoptose (e participacao de caspases) em células HCT116 e
Hela tratadas com DTDF.

Adicionalmente, avaliar a sobrevivéncia e alteracdo no ciclo celular em células de
glioma (U251, C6 e U87) expostas ao DTDF.

Investigar a agéo protetiva do DTDF em células V79, MRC5 e XPD em combinagéo

com o quimioterapico DOX.
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1. Introduction

Copyright © 2019 Cristiano Trindade et al. This is an open access article distributed under the Creative Commons Attribution
License, which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is properly
cited.

Tellurium is a rare element that has been regarded as a toxic, nonessential element, and its biological role is not clearly established.
In addition, the biological effects of elemental tellurium and some of its organic and inorganic derivatives have been studied, leading
to a set of interesting and promising applications. Diphenyl ditelluride (DPDT), an organic tellurium derivate, showed antioxidant,
antigenotoxic, antimutagenic, and anticancer properties. The antioxidant and prooxidant properties of DPDT are complex and
depend on experimental conditions, which may explain the contradictory reports of these properties. In addition, DPDT may exert
its effects through different pathways, including distinct ones to those responsible for chemotherapy resistance phenotypes:
transcription factors, membrane receptors, adhesion, structural molecules, cell cycle regulatory components, and apoptosis
pathways. This review aims to present recent advances in our understanding of the biological effects, therapeutic potential, and
safety of DPDT treatment. Moreover, original results demonstrating the cytotoxic effects of DPDT in different mammalian cell
lines and systems biology analysis are included, and emerging approaches for possible future applications are inferred.

however, some publications have reported that Te is present
in body fluids [1]. Whereas Te-containing proteins were not
identified in human cells, Te in telluromethionine and tellur-

Tellurium (Te) is a stable and solid element that pertains to
chalcogens (group 16 in the periodic table), which is the same
group that includes sulfur, selenium, and polonium. Te is
classified as a metalloid because of its features between metals
and nonmetals [1, 2]. It was discovered by Franz Joseph
Muiller von Reichenstein in 1782, 35 years before the lighter,
closely related metalloid, selenium, was discovered [1]. In
contrast to selenium, sulfur, and oxygen, Te does not have
physiological functions in mammalian cell biology [3];

ocysteine was found in proteins in yeast, fungi, and bacteria
[4]. In a comprehensive review of the biological activities of
Te compounds, it was pointed out that Te could be facing the
same discrimination as selenium once did and that the natural
biological functions of Te may be revealed in the future [5].

The industrial applications of inorganic Te compounds
include production of nanoparticulate semiconductors and
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Figure 1: Chemical structure of diphenyl ditelluride.

metal-oxidizing solutions [6, 7]. Furthermore, the use of
organotellurium compounds in insecticides, magnetic disks,
catalysts, and stabilizers is tending to increase [6, 8]. Te was
also utilized in the composition of thermoelectric materials
and quantum dots for diagnostics and treatment [9].

The risk of human environmental exposure to Te is
unpredictable due to its elevated usage [10]. The use of Te

in the manufacturing of electronic devices and nanomaterials
demands safety risk assessment to deal with the electronic
material constituents. Moreover, these materials usually can
be numerous toxic elements, explaining why research on
the environmental and occupational toxicity of these mate-
rials has been widely conducted [11-14]. The biological func-
tions of elemental Te have been a matter of interest although
few studies examining the toxicity of its ionic forms have
been conducted [15, 16]. In the environment, Te can be
(bio)methylated and, therefore, activated to a variety of inter-
mediates from soil or aquatic bodies to the air [11, 17].

Although there was limited use of synthetic organotel-
lurium (OT) compounds in the past, they have turned a
promising alternative for various applications, as evidenced
by the increase in reports on OT compounds in the liter- ature
[18, 19]. Synthetic OT compounds have boomed in the last
years, and their antioxidant, anti-inflammatory, anti-
proliferative, and immunomodulatory activities have been
reported [18-20].

In the present review, we emphasize the biological
activities of an OT compound, diphenyl ditelluride (DPDT)
(Figure 1), aiming to argue and discuss its contrasting anti-
oxidant [21], cytotoxic [22], and antiproliferative [20, 23]
effects.

2. Antioxidant and Chemopreventive Effects

The antioxidant effects of certain molecules are based on
their ability to retard or inhibit oxidative damage. Their anti-
oxidant role includes blocking oxidative reactions induced by
highly reactive oxidant molecules—the so-called free radicals
or reactive oxygen species (ROS)—that damage other mole-
cules. The antioxidant properties of substances such as OT
compounds can protect the biomolecules and cell compo-
nents against oxidative damage [24-26]. OT compoundscan
act as ROS scavengers thus preventing the oxidation induced
by highly reactive agents, including hydrogen perox- ide and
peroxyl radicals [19].

The oxidative stress plays an important role in the etiol-
ogy of several conditions such as diabetes, autoimmune dis-
orders, cardiovascular diseases, neurodegenerative diseases,
and cancer [27]. The mammalian models have been exten-
sively used for the evaluation of ROS-generated cellular dam-
age and the protective effect of antioxidants [28]. In this
context, the antioxidant properties of OT compounds and
their potential use for treatment of oxidative stress-related
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ScHeme 1: The proposed mechanism of the thiol peroxidation and
thiol oxidation cycle of diorganotellurides. In the prooxidant
pathway, the formation of the tellurol is associated with oxidation
of low-molecular-mass (RSH) or protein-thiol (PSH) groups
causing depletion of glutathione (GSH) through conjugation,
oxidation, or export and/or protein loss of function. In the
antioxidant pathway, organotellurium compounds decompose
peroxides either as a substrate for mammalian thioredoxinreductase
(TrxR) or as glutathione peroxidase-like activity via the formation
of the tellurol/tellurate (PhTeh/PhTe") (the scheme is reproduced
from Puntel et al. (2012), under the Creative CommonsAttribution
License/public domain).

conditions have been of interest to several research groups
[19, 29, 30]. The efficacy of the organochalcogens in attenu-
ating the oxidative stress in both in vitro studies and rodent
models could be attributed to their ROS scavenging and glu-
tathione peroxidase mimetic properties [25, 31, 32].

Puntel et al. (2012) intended that Te compounds have
to be metabolized to tellurol/tellurate intermediates by dif-
ferent types of thiols, producing disulfides and regenerat- ing
the initial diorganotelluride as shown in Scheme 1, and
proposed the mechanism of the thiol-peroxidase activ- ity or
thioredoxin-thiol-peroxidase-like  activity of organo-
tellurium compounds.

In vitro studies comparing the antioxidant properties of
organochalcogenide compounds have demonstrated that
their protective effects against lipid peroxidation reactions
are mediated by free radical-scavenging activities (Table 1)
[24, 26, 33]. In fact, 1.63 uM DPDT inhibited lipid peroxida-
tion in rat brain homogenates with higher efficacy than sele-
nides and with similar efficacy to ebselen [34]. Also, DPDT
provided protection against neurotoxicity and oxidative
stress induction by 4-aminopyridine in mice [35]. The
Na*/K*-ATPase activity in the rat brain significantly
increased after treatment with low doses of DPDT, suggest-
ing an antioxidant activity [36]. Further reports on the anti-
oxidant activity of DPDT are summarized in Table 1.

The above results show that pretreatment with noncy-
totoxic concentrations of DPDT increased the survival of
V79 cells exposed to methyl methanesulfonate, hydrogen
peroxide, t-butyl hydroperoxide, and ultraviolet C radia-tion
[21]. Furthermore, the pretreatment with the DPDT
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Tasle 1: The chemopreventive effects of diphenyl ditelluride.
Model DPDT (uM) Effects Inducing agent Reference
. Inhibition of thiobarbituric acid reactive Quinolinic acid (QA) and sodium

Rat brain 163 species (TBARS) formation by 50% nitroprusside (SNP) [24]

Rat brain 150 (umol/kg) Neuroprotective activity 4-Aminopyridine [35]

Rat brain 1-4 Increased Na*/K*-ATPase - [36]
Reduced cytotoxicity; reduced DNA Hydrogen peroxide (H,0,), t-butyl

V79 cell line 0.01-0.1 damage, micronucleus, and ROS hydroperoxide (t-BOOH), methyl [21]

formation methanesulfonate (MMS), and UVC
V79, MRCS5, and 001-01 Reduced DNA damage and ROS Doxorubicin (DOX) Figures 2-4

XPD cell lines formation

reduced oxidative DNA damage (oxidized pyrimidines and
oxidized purines) detected by formamidopyrimidine DNA-
glycosylase (Fpg) and endonuclease Il (Endo IIlI).
Therefore, the protective effect of low-concentration DPDT
preexposure can be explained by its antioxidant capacity in
V79 cells (Table 1) [21].

Some chemotherapeutic regimens have proposed the uti-
lization of antioxidants to limit cytotoxicity and genotoxicity
of free radical-inducing antitumor agents in normal tissues.
The anthracycline doxorubicin (DOX) is a chemotherapeutic
agent applied in the treatment of breast cancer and hemato-
logic malignancies [37]. However, its use is limited due to
induced cardiotoxicity via generation of ROS [37]. In view
of the antioxidant effect of DPDT, we assessed the impactof
low DPDT concentrations on DOX-induced cytotoxicity and
genotoxicity in different cell lines (V79, MRCS3, and XPD).
For this purpose, the cell lines MRC5 and V79 were treated
with DOX in the presence or absence of DPDT pre-
treatment and cell viability was evaluated using MTT assay.
The pretreatment with 10 and 50 nM DPDT in V79, MRCS5,
and XPD cell lines increased the cell survival after
0.6 yg/mL DOX treatment (Figure 2).

The genotoxic effects induced by DOX were assessed by
alkaline comet assay and enzyme-modified alkaline comet
assay, which includes incubation with the enzymes Fpg and
Endo I11. DOX (0.6 pg/mL) induced increase in the Fpg-and
Endo Ill-sensitive sites (Figure 3), and after 3 h of DOX
treatment, elevated intracellular ROS levels were detected
via flow cytometry using dichlorofluorescein diacetate
(DCFH-DA) (Figure 4). The effects of preexposure to low
DPDT concentrations (10, 50, and 100 nM) on DOX-
induced cytotoxicity and genotoxicity were evaluated, and
all DPDT concentrations tested decreased DOX-induced
genotoxicity (Figure 3) and ROS formation (Figure 4) in
mammalian cells. These results demonstrate that low DPDT
concentrations have a chemoprotective effect on DOX-
induced DNA damage and do not affect its cytotoxicity in
mammalian cells. This finding suggests possible utility of
DPDT to prevent DOX-induced toxicity in normal tissues.

Compounds modulating cellular antioxidant defenses
may influence the effectiveness of chemotherapy. Recently,
some mechanisms related to DPDT antioxidant properties
have been proposed in order to explain the chemoprotective
effects [21]. DPDT can suffer nucleophilic attack in the Te
atom thus interacting with thiol group-containing proteins

and GSH [38, 39]. In agreement, DPDT was reported to
inhibit the enzyme &-aminolevulinic acid dehydratase in
mice [38] and to decrease the GSH/GSSG ratio in yeast (50
uM) and V79 cells (0.5 uM) [22]. In contrast, DPDT induced an
adaptive response increasing the sulfhydryl group content in the
mouse brain [38]. As shown in Scheme 1, DPDT can cause
depletion of GSH through oxidation, increasing the ROS
formation or as a possible substrate for GSH conjugation.
Reinforcing this hypothesis, it was shown that an
organoselenium compound (structural analog of DPDT) is
detoxified by conjugation with GSH in the rat liver[40, 41].
Thus, DPDT could modulate important endogenous
antioxidant systems inducing GSH synthesis (Scheme 1)
[22]. In part, this mechanism could explain previous results
of our group showing DPDT antimutagenic and antigeno-
toxic effects [21], similar to that of DPDS (1.62-12.5 uM)
[41] but at lower concentrations.

For those compounds that display antioxidant activity,
evaluation of their antimutagenic mechanisms of action is
vital. The search for synthetic antimutagens is an important
trend in the area of antimutagenicity research [42, 43]. Such
compounds should act removing ROS through multiple anti-
oxidant mechanisms, including modulation of the GSH level
and activity of antioxidant enzymes such as superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT). Accordingly, DPDT
significantly decreased the mutagenicity induced by two
mutagens, MMS and UVC, possibly by restoring the GSH
content, thus revealing its antioxidant and protector effects
[21]. It was found that the antimutagenic potential of a vari-
ety of compounds could be attributed to their antioxidant
activity (Table 1), and based on current knowledge, antioxi-
dant activity is a desirable property since it can provide anti-
mutagenic effects [21, 43].

3. Diphenyl Ditelluride Mechanisms of
Antiproliferative Action in Cancer and
Noncancer Cells

Cell death induction mechanisms are diverse, and it is
broadly recognized that the effectiveness of Te compounds
as anticancer agents is dependent on their chemical form
and dose as well as on their redox state and the experimental
model used [23, 33, 44, 45]. There is emerging evidence that
cell death induced by Te compounds is associated with ROS
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Figure 2: Protective effect of 2 h DPDT pretreatment in serum-free medium on doxorubicin-induced cytotoxicity in Chinese hamster
fibroblasts (\V79) as well as in human fibroblasts proficient (MRC5) and deficient (XPD) in NER evaluated by MTT assay 72 h after pretreatment.
Data are reported as means = SD of three independent experiments. Significantly different at *p < 0:05 and **p < 0:01 compared with cells
treated with doxorubicin only (one-way ANOVA followed by Tukey test).
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Figure 3: Antigenotoxic effects of 2 h DPDT pretreatment in serum-free medium on the genotoxicity of doxorubicin in Chinese hamster
fibroblasts (V79) and human fibroblasts proficient (MRC5) and deficient (XPD) in NER, evaluated by comet assay and modified comet
assay. Data are reported as means + SD of three independent experiments. Significantly different at *p < 0:05, **p < 0:01, and ***p < 0:001
compared with cells treated with doxorubicin only (one-way ANOVA followed by Tukey test). The damage index is an arbitrary score
calculated from cells in different damage classes, which are classified by visual evaluation of the DNA migration length and the amount of
DNA in the comet tail. The oxidative damage score represents the difference in the damage scores between cells incubated with the Fpg and
Endo 111 enzymes and the cells incubated with the incubation buffer only.

either caspase-dependent or caspase-independent, depend-
formation, cell cycle arrest, induction of programmed cell ing on the chemical form and system studied [22, 23, 44].
death, and immunomodulatory effects [33]. Moreover, Te
compounds may induce cell death by distinct pathways,



Some mechanisms and actions of DPDT and other Te com-
pounds are discussed below.

3.1. Stress Response and Cellular Targets. Due to
increasingapplicability of oxidative agents in the
treatment of cancer,
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Figure 4: Effect of DPDT on DOX-induced ROS generation and ROS induction was evaluated via flow cytometry using DCFH-DA in cells
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experiments. Significantly different at *p < 0:05, **p < 0:01, and ***p < 0:001 compared with cells treated with doxorubicin only (one-way

ANOVA followed by Tukey test).

the use of antioxidant compounds for development of new
anticancer agents has been a promising therapeutic strategy
[44, 46]. ROS are essential for various biological processes
in normal cells and can act in multiple signaling cascades in
the cancer cell, regulating survival, proliferation, angio-
genesis, and metastasis. Noncancer cells are characterized by
a low basal level of ROS compared with cancerous cells [9,
42, 47]. In addition, the cancer cells develop an increased
antioxidant capacity as a compensatory mechanism to escape
the ROS-induced cell death, thus increasing their vulnera-
bility to redox state-modulating agents [27]. The balance
between oxidants and antioxidants determines the redoxstate
of cells and tissues [9, 47]. Humans have developed highly
complex antioxidant systems (enzymatic and nonen-
zymatic), such as GSH, thioredoxin (Trx) system, SOD,
CAT, and peroxidase. These systems are dependent on either
thiol antioxidants (GSH systems or the Trx system) [38].
The GSH can act as a cofactor for several detoxifying
enzymes; participate in amino acid transport across the
plasma membrane; scavenge hydroxyl radical and singlet
oxygen directly; regulate and activate transcription factors,
such as AP-1and NF-«B; and interact with other antioxidants
regenerating (antioxidant network) their original properties,
such as vitamins C and E [46]. The Trx system is a major
antioxidant system integral to maintain the intracellular
redox state and consists of Trx and TrxR, and the functions
of this system in thiol-disulfide exchange reactions are
essential to intracellular redox environment control, cellular
growth, scavenging ROS, and apoptosis, thus displaying mul-
tiple roles in mammalian cells, including implications in can-
cer [48]. High concentration of Trx on plasma is raised in
diseases associated with oxidative stress such as neurological
disorders, arthritis, diabetes, and ischemia reperfusion injury
and has been observed from many normal or tumoral cells
[48, 49]. TrxR inhibition promotes a switch from an antioxi-
dant to a prooxidant state and cell death induction; thus, TrxR
inhibitors can be used for treatment of chemotherapy-

resistant tumors (Scheme 1) [48-50]. TrxR-targeting may



contribute to preventing resistance mechanisms, and there
is evidence that the expression of TrxR correlates with apo-
ptotic resistance in various cancer cell types [48]. In this man-
ner, inhibition of TrxR and its related redox responses can
contribute to adjuvant cancer treatment [50]. The Te com-
pounds received special attention between other cancer cell
redox modulators in relation to their promising chemothera-
peutic potential [51]. Additionally, the chemotherapeutic
potential of a number of effective synthetic and natural TrxR
inhibitors are evaluated regarding induction of oxidative
stress and apoptosis [48, 52]. Cyclodextrin-derived diorganyl
tellurides were identified as novel inhibitors of TrxR with
tumor growth inhibition capacities in submicromolar con-
centrations [52]. In addition, acute exposure of mice to 10
and 50 ymol/kg DPDT caused TrxR inhibition (Table 2)
(Scheme 2) [38].

3.2. Cytotoxic and Antiproliferative Effects. Different concen-
tration thresholds for DPDT cytotoxicity were revealed for
each biological model, Salmonella typhimurium (20 uM),
Saccharomyces cerevisiae (100 yuM), and V79 cells (1 uM)[22,
23] (Table 2).

In another study, a significant decrease in cell viability
was observed in a human colorectal adenocarcinoma cell line
(HT-29) and heterogeneous human epithelial colorectal ade-
nocarcinoma cells (Caco-2) treated at the concentration
range of 62.5-1000 yuM DPDT and evaluated using MTT
and luminescence assays (Table 2) [53]. The cytotoxic effects
of 72 h DPDT treatment were studied also in acute promye-
locytic leukemia (HL-60), human ileocecal
adenocarcinoma(HCT-8), human glioblastoma (SF-295),
and melanoma
(MDAMB-435) cell lines. Table 3 shows that the IC,, of
DPDT was quite low for HL-60 (ICso: 0.03 pg/mL), HCT-
8(ICsy: 0.25 ug/mL), and SF-295 (I1Csy: 0.28 ug/mL) cell lines.
The ICs in the MDAMB-435 cancer cell line (2.16 ug/mL)
was higher than that in normal human peripheral blood
mononuclear cells (CMSPH) (0.4 pyg/mL). DPDT was toxic
in HL-60 cells (ICsp: 0.03ug/mL) at a concentration close



6 Oxidative Medicine and Cellular Longevity
Tasle 2: Diphenyl ditelluride mechanisms of action in cancer and noncancer cells.
Model DPDT Results Reference
\/70 roll lina NE_1 1M Reduced superoxide dismutase (SOD) activity; 911
increased TBARS and ROS formation
V79 cell line 0.5-50 uM Increased TBARS; reduced GSH : GSSH ratio [21]
Reduced SOD, catalase (CAT), glutathione
Mouse brain 10-50 ymol/kg peroxidase (GPx), glutathione reductase, and [38]
thioredoxin reductase (TrxR) activities
V79 cell line 1-50 uM Cytotoxic and genotoxic effects [22]
Caco-2 cell line 62.5-1000 uM Antiproliferative effect [53]
i . Antiproliferative effect, apoptosis induction,
HL-60 cell line LuM and accumulation of S-phase cells [21]
HL-60, HCT-8, SF-295, MDAMB-43, } . . .
and CMSPH cell lines 0.03-2.16 pg/mL Antiproliferative effect Table 3
Antiproliferative effect; increase of G2/M
C6, U87, and U251 cell lines 0.28-2.8mM phase cells in the C6 cell line and in sub-G1 Figures 5 and 6
phase cells in C6, U87, and U251 cell lines
: i . . Apoptosis induction; increase in caspases
HT-29 and CCD-18Co cell lines 500-1000 uM 3/7 and caspase 9 activity [53]
- ) Increased caspase 3/7 activity, apoptosis, necrosis,
V79 cell line 1-10 M and inhibition of human Topol activity [23]
C6 cell line (systems biology) - Interaction with Aktl protein kinase Figure 7
Hyperphosphorylation of GFAP and vimentin
Astrocytes and neurons 0.1-0.5 uM mediated by NMDA receptors and L-VDCCs; [79]

activation of Erk and p38MAPK

to that of the known chemotherapeutic agent DOX (ICso:
0.02 pg/mL) and in an order of magnitude lower than the
toxic DPDT concentration in normal CMSPH cells (0.4
ug/mL). The cytotoxicity of DPDT is not due to unspe- cific
damage to cell membranes since the hemolytic potentialin
erythrocytes was observed at a much higher concentration
(244.25 ug/mL) (Table 3).

The antiproliferative effects of DPDT in human glioblas-
toma U87 and U251 cell lines and in a rat glial tumor cell line
(C6) was evaluated by clonogenic assay. The cells were
treated for 72 h at 0.028, 0.28, and 2.8 ug/mL DPDT for all cell
lines. A DPDT concentration of 0.28 pg/mL induced a greater
reduction in cell viability, about 40-50%, for all celllines
(Figure 5). These results expand the possible utility of DPDT
as an antiproliferative agent.

3.3. Effect on Cell Cycle and Cell Death. The administration of
traditional chematherapeutic agents inhibits the cell division
inducing not only cell cycle alterations and apoptosis but
other forms of nonapoptotic cell death such as necrosis,
autophagy, and mitotic catastrophe. Since the most effective
cancer treatment method used after surgery is chemotherapy,
the search for new drugs with antiproliferative properties is
currently ongoing [54, 55].

In a human promyelocytic (HL-60) cell line, the DPDT
treatment showed cell cycle alteration, an accumulation of S-
phase cells after exposure to 1 uM DPDT. This was the first
study showing the effects of DPDT on the cell cycle (Table 2)
[20]. In another study, we showed that treatment with 5 yM

DPDT resulted in the accumulation of S-phaseV79 cells [23].
Moreover, for all exposure times, 1 yM DPDT did not affect



the percentage of cells in any phase of the cell cycle (Table 2).
We also evaluated the effects of DPDT (0.028-2.8 pg/mL) on
the progression of the cell cycle of different cancer cell lines
(C6, U251, and U87) via flow cytometry analysis. After 24 h
of treatment with DPDT (2.8 ug/mL), the sub-G1 fraction
of cells increased in the C6 and U87 cell lines (Figure 6).
Furthermore, after 48h DPDT (2.8 ug/mL) treatment, an
increase in sub-G1 cells was detected in all cell lines tested.
It is important to note that 72 h of DPDT (0.28 ug/mL) treat-
ment also induced cell cycle arrest in the G2/M phase in C6
cells (Figure 6).

Similarly, in another study was reported an increase in
the activity of caspases 3, 7, and 9 in HT-29 cells and in
human colon fibroblasts (CCD-18Co) after treatment with
DPDT (500-1000 uM) (Table 2) (Scheme 2) [53]. In another
study, Jorge et al. showed apoptosis and/or necrosis induc-
tion and an increase in the activity of caspases 3 and 7 at all
treatment concentrations (1-10 uM) in V79 cells [23]. On
the other hand, DPDT treatment induces not apoptotic cell
death in rat hippocampal astrocytes [56]. These differences
may be due to variations in the GSH content of the different
cell types (Table 2) [22]. Taking into account the ability of Te
to bind thiol group-containing proteins, a decrease in the
GSH/GSSH levels may be responsible for the induction of cell
death (Scheme 2) [22, 23]. Inthis sense, DPDT was shown to
reduce the activity of mitochondrial respiratory chain com-
plexes (complexes I and Il) by interaction with thiol groups.
In this manner, DPDT can be considered as a putative apo-
ptotic cell death inductor, acting via suppression of the pen-
tose phosphate pathway caused by NADPH and thiol
oxidation [57]. These results suggest that mitochondrial
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Scheme 2: Mechanisms of dipheny! ditelluride antiproliferative action in cancer and noncancer cells. The high intracellular Ca?* levels are
correlated with an increase in Erk1/2 and p38MAPK phosphorylation. As a consequence, cellular redox imbalance and cell death were
induced. DPDT, as a modulating agent of the cellular redox state, can interfere with the activity of different redox-active proteins (such as
TRX), leading to redox imbalance and increasing their vulnerability to additional ROS-induced DNA damage and cell death. Also, DPDT
can induce apoptosis and/necrosis by inducing as well as caspase activation. On the other hand, DPDT can induce cell death by decreasing
Akt phosphorylation and activation of p38 and Erk1/2.

Tasle 3: Cytotoxic effects of dipheny! ditelluride compared with those of doxorubicin on different cell lines.

Compound (ug/mL) Cell line
pound (g HL-60 HCT-8 SF-295 MDAMB-435 CMSPH Erythrocyte
DPDT (ICs0) 0.03 0.25 0.28 2.16 0.40 >100 pg/mL (244.25)
DOX (ICs0) 0.02 0.01 0.24 0.48 0.97 ND*
*Not determined.
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Figure 5: The clonogenic capacity of human glioblastoma (U87 and U251) and rat glial tumor C6 cell lines treated for 72 h with DPDT. Data
are reported as means + SD of three independent experiments. Significantly different at *p < 0:05, **p < 0:01, and ***p < 0:001 compared with
untreated control cells (one-way ANOVA followed by Tukey test).
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Figure 6: Effect of the DPDT treatment on the cell cycle distribution in U87, U251, and C6 cell lines. The cells were treated for 24, 48, and 72 h
(first, second, and third lines, respectively) with DPDT at concentrations of 0.028, 0.28, and 2.8 pg/mL. The values the % of sub-G1, G1, S, and
G2/M phases and >4n cells, expressed as the means of four independent experiments, each performed in triplicate. The error bars indicate the
standard error of the means. Significantly different at *p < 0:05, **p < 0:01, and ***p < 0:001 compared with untreated control cells (one-way

ANOVA followed by Tukey test).

dysfunction could be an important factor in oxidative stress- frame_sr_uft mutations In Sa"T‘O.”e”a typhimurium _and S.
cerevisiae and can be clastogenic in V79 cells [42]. Inthis way,

related diseases (Scheme 2). . T - : :
The results reported in DPDT studies lead us to infer the the frameshift mutation |nduct_|on bY DF?DT in bacteria and
yeast and double-strand break induction in

possible mechanisms of action of this drug and suggest its
application as an antiproliferative agent in cancer therapy. As
previously mentioned, results from our group demon- strated
that DPDT can induce frameshift mutations in bacte-rial
DNA and induce the formation of micronuclei in V79 cells
[21, 22]. On the other hand, chemical substances with planar
topologies are often capable of intercalation betweenthe base
pairs of DNA [58]. DNA-intercalating drugs can induce



mammalian cells could be a result of intercalation activity
as well as interaction with DNA topoisomerase enzymes
(Table 2). Inthis sense, using S. cerevisiae mutants defective
in topoisomerase enzymes, the results of Jorge et al. (2015)
showed pronounced tolerance in the toplA strain to DPDT
exposure. The same study also reported DPDT-induced inhi-
bition of human Topol activity in vitro using DNA relaxation
assays [23]. These results suggest that DPDT could interact
with the Toplp enzyme, inducing DNA lesions responsible
for induced cell death.

Regarding the possibility of Topol inhibition, the search
for a noncamptothecin (CPT) Topol inhibitor has been the
target of several studies because of the limitation of CPT
and its derivatives [59-62]. The aforementioned effects of
DPDT, including cytotoxic effects and cell cycle arrest in
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the S- and G2/M phases, are consistent with those of other
Topol inhibitors (Scheme 2) [63]. The organotellurate
immunomodulator AS101 induces G2/M arrest in myeloma
cells and downregulates Cdc25C, Plk-1 (a serine/threonine
kinase), and 1l1k-1 (essential for regulating the activity of Akt)
in mouse 5T33 myeloma cells [64, 65]. Halpert et al.
demonstrated that AS101 targets several proteins and path-
ways in mice, such as pAkt, Bax, and Bcl-2 [66].

The intertwining of DNA strands and helices, produced
during the essential cellular processes of replication, tran-
scription, recombination, and chromosome segregation, must
be resolved in order to maintain genome stability and cell via-
bility. DNA topoisomerases supply an important solution for
resolving such topological DNA problems [67]. However,
they act through the formation of a covalent enzyme-DNA
reaction intermediate, which is a potentially toxic lesion itself
when stabilized. Indeed, targeting topoisomerase-DNA com-
plexes has been widely explored in the identification and
development of antibacterial and anticancer agents [67, 68].
These agents are known as “poison” inhibitors to indicate a
mechanism of trapping topoisomerase and consequently
forming a covalent enzyme-DNA complex, rather than a
classic enzymatic inhibition mechanism, which would signify
the lack of DNA binding or cleavage activity by the enzyme
[69]. In this manner, increased production of drug-stabilized
topoisomerase-DNA adducts increases the cytotoxic activity
of a “poison,” while elevated levels of the enzyme could
confer resistance to standard inhibitors. Furthermore, several
DNA topoisomerases targeting drugs act as interfacial
inhibitors (poisons) [67, 70], which are different from
competitive (orthosteric) inhibitors and noncompetitive
(allosteric) inhibitors because they interact at the interface
between two or more molecules. The collision of DNA rep-
lication forks with the ternary complexes produce DNA
double-strand breaks and cell death induction [70]. Our
understanding of cell cycle arrest and cell death induction
by DPDT and other OT compounds requires further
investigation, but results obtained thus far lead us to some
interesting insights. DPDT behaves like a molecule that
presents several targets and could be of interest for cancer
therapy research.

4. Systems Biology and Signaling

As described in previous sections, DPDT promotes different
cellular phenomena. However, no molecular target associ-
ated with DPDT has yet been identified. We used a systems
biology approach to predict putative cell signaling pathways
or specific protein targets for DPDT. To this end, we pros-
pected networks based on C6 cell line gene expression data.
Contrast analysis was applied, and differentially expressed
genes before simulation of DPDT treatment were selected
using the rank product method, a technique based on calcu-
lating rank products (RP) from replicate experiments. We
used three sample replicates of the C6 rat glioma cell line
(untreated) from the GEO database (GSE1139 accession
number) under culture conditions similar to those of our
experimental model. For each sample, the average of the
signal between the same probes was calculated and applied

to the normalized microarray data using the limma package
in the R/Bioconductor software [71, 72]. The parameters
used to run the RP were the following: permutation = 1000
and p value < 0.01. After this, we obtained initial C6
protein-protein interaction (PPI) networks based on physical
interactions from the GeneMANIA prediction server [72].
The network is composed of 254 nodes and 7539 interactions
(Figure 7(a)). To simulate DPDT action, we used STITCH
software [73] which allows construction of chemical- protein
(CP) and PPI networks (please see Figure 7(b)). Based on
this strategy, a network designated C6 CP-PPI wasobtained.
The analysis showed DPDT interaction with a molecular
target, Akt serine/threonine-protein kinase, whichis involved
in the regulation of multiple signaling pathways involved in
cell metabolism and angiogenesis (Scheme 2) [74]. It is also
a member of the most frequently activated cellproliferation,
drug resistance, and survival pathways in several cancer
types [75-77].

In addition, to define Akt interconnectivity and relevance
in the C6 CP-PPI network, we analyzed some topological
parameters. Firstly, we applied CentiScaPe software to
explore node degree and betweenness centralities [78]. Based
on this analysis, Akt appeared as a major hub-bottleneck
node when compared with the other proteins in the network
(Figure 7(c)). Similarly, clustering showed that Akt is a point
with high information flux (Figure 7(d)).

Our strategy is valid to explore potential targets for
DPDT. However, targets for this compound appear to be
different according to the exposed cell type. Heimfarth et al.
showed DPDT-induced hyperphosphorylation of glial fibril-
lary acidic protein, vimentin, and neurofilament subunits
from glial cells [79]. The authors reported that excessive
Ca?* influx activated protein kinase A and protein kinase C
in astrocytes, causing the hyperphosphorylation of glial
fibrillary acidic protein and vimentin. These disrupt the orga-
nization of actin stress fibres formed by endogenous RhoA
activation and led to altered cell morphology. In neurons, the
overexpression Ca?* levels activated Erk and p38MAPK,
beyond the protein kinase A and protein kinase C, provoking
hyperphosphorylation of neurofilament subunits (Table 2),
and as a consequence must have caused cellular redox imbal-
ance, increasing ROS and inducing cell death (Scheme 2).

Systems biology strategies combined with in vitro and
in vivo studies could elucidate the molecular mechanisms
responsible for the multiple effects of DPDT. To this end,
future investigations are necessary to establish the suitability
of DPDT application for targeted cancer therapies.

Many authors have shown that DPDT treatment induces
different cell death pathways in several model systems,
including apoptosis and/or necrosis, but the regulating
mechanisms of this agent look very complex. Based on the
results discussed above, we can summarize the mechanisms
of antiproliferative action in cancer and noncancer cells of
DPDT action in Scheme 2.

5. Conclusion

In the past decade, several organometallic compounds have
entered clinical trial owing to their unique redox-modulating
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Figure 7: (a) C6 PPI network obtained from GeneMANIA software and cell line microarray data analysis. (b) C6 CP-PPI network showing
interactions between DPDT and specific targets. (c) Network centrality analysis to define H-B nodes from the CP-PPI network. DPDT’s H-B
target appears in red. (d) Clustering analysis from the C6 CP-PPI network using ClusterONE [84, 85].
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DPDT

]

Figure 8: Biological effects of diphenyl ditelluride. Low concentrations
of DPDT showed protective effects that could be attributed to its
antioxidant capacity. DPDT at moderate concentrations showed
selective cytotoxic effects, inducing preferential apoptosis in tumor
cells. The observed cytotoxic effects can be explained by increased
ROS formation and redox modulation. High concentrations of
DPDT-induced toxicity and mutagenicity.

features and great potential in cancer therapy [80, 81]. The
toxicology of DPDT has been evaluated by few laboratories,
by either animal studies or assessment of cell growth inhibi-
tion in vitro. It is important to note that in HL-60 cells, the
cytotoxic effect of DPDT (ICsp: 0.03 pg/mL) was observed
at a similar concentration range to that of the antitumor agent
DOX (ICso: 0.02 pg/mL). This concentration is morethan an
order of magnitude lower compared to the toxic DPDT
concentration in normal CMSPH cells (0.4 pg/mL).
Furthermore, the hemolytic potential in erythrocytes was
observed at high concentration, and the cytotoxicity of
DPDT cannot be attributed to unspecific damage to cell
membranes. Albeit the conventional prejudice concerning
organotellurium compounds, DPDT use should be consid-
ered with caution because of its high reactivity and toxicity
at relatively low concentrations. The exact nature of DPDT
cytotoxic effects remains unclear, although some mecha-
nisms have been proposed that differ depending on the
system studied. New trials regarding toxicity, checkpoint
activation, and mechanisms of cell death induction by DPDT
should be explored in a greater number of cell lines. More-
over, its topoisomerase inhibition potential should be further
investigated, keeping in mind that this compound probably
presents several distinct mechanisms of action. DPDT have
particular chemistry with the thiol which is related to many
of the biological effects observed so far. The DPDT depletes
GSH because of oxidation and/or as a possible substrate for
GSH conjugation and could modulate cellular antioxidant
defenses inducing GSH synthesis. The dual action of DPDT
(protective and toxic) opens possibilities for distinct appli-
cations in cancer treatment (Figure 8). In neurons, the high
intracellular Ca?* levels activated Erk and p38MAPK,
beyond the PKA and PKC, provoking hyperphosphorylation
of neurofilament subunits, and as a consequence must have
caused cellular redox imbalance, increasing ROS and induc-
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ing cell death. ROS-generating drugs induce cancer-specific
cytotoxicity by elevated endogenous ROS production in pre-
clinical studies [82, 83]. Thus, low DPDT doses may be
useful in the development of adjuvant therapies or rational
combinations that may be predicted to have synergistic or
additive effects in combination with currently used chemo-
therapeutics. In addition, the role of DPDT in the prevention
of ROS-mediated diseases warrants additional studies to bet-
ter understand and elucidate the mechanisms of its antioxi-
dant and prooxidant activities before further developments
of the uses of tellurium compounds in biology and medicine.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Nas ultimas décadas, é possivel observar um importante aumento nos
padrdes de vida em todo o0 mundo, que em parte se deve ao maior e melhor acesso
aos cuidados de saude, além da alta qualidade no diagndstico e no tratamento de
doencas. Essas melhorias impactam diretamente na expectativa média de vida na
maioria das regides do mundo, incluindo pacientes acometidos por cancer. No
entanto, embora as taxas de mortalidade por doencas transmissiveis serem mais
otimistas em raz&o das melhorias dos protocolos médicos e avan¢os nos estudos
de novas moléculas, a mortalidade relacionada ao céncer aumentou em
aproximadamente 40 % nos ultimos 40 anos (KuiPERs et al. 2015). Em uma
estimativa realizada para o ano de 2030, 13 milhdes de pessoas podem morrer de
cancer, o que representaria um adicional 60 % na incidéncia por mortes causadas
por essa doenca em suas diversas variantes (KUIPERS et al. 2013).

Novos tratamentos para CCR primario e metastatico foram desenvolvidos
nas ultimas décadas: cirurgia laparoscopica para doenca primaria; resseccao de
doenca metastatica, as quais afetam o figado e os pulmdes; radioterapia para
cancer CCR, incluindo formas de doenca metastatica; e também quimioterapia
neoadjuvante paliativa (HURwITZ et al. 2004; HEEMSKERK-GERRITSEN et al. 2015;
PAPAMICHAEL et al. 2015). No entanto, os avancos nas opcoes terapéuticas contra
0 CCR ainda se mostram limitados e a procura a novos compostos que induzem
estresse replicativo como estratégia persiste (TOMASINI et al. 2021).

No Capitulo I, os efeitos antioxidantes do DTDF foram demonstrados em
células de fibroblasto de hamster chinés (V79), fibroblasto humano (MRC5) e
fibroblasto deficiente para reparo de excisdo de nucleotideo (NER) (células XPD)
(Capitulo 1, Fig. 2). No mesmo método de pré-tratamento por 2 h, o DTDF foi capaz
de diminuir os escores de danos de DNA e danos oxidativos induzidas pela DOX
nas trés linhagens testadas. Compostos que modulam defesas antioxidantes no
ambito celular podem ser empregados na terapia anticancer como adjuvantes,
reduzindo os efeitos inespecificos dos agentes antitumorais (THYAGARAJAN & SAHU
2018). Dessa maneira, a prevencdo de efeitos oxidantes ja foi proposta
anteriormente utilizando o DPDT em doses ndo citotoxicas, diminuindo danos

oxidativos em células V79 induzido por peréoxido de hidrogénio (TRINDADE et al.

62



2015). Assim sendo, a utilizacdo do DTDF na prevencao de efeitos adversos de
agentes quimioterapicos pode ser explorada como estratégia, em especial em
combinagcdo com agentes que induzem estresse oxidativo.

No Capitulo I, o principal objetivo do presente estudo foi investigar a
capacidade do DTDF de reduzir a proliferacdo de células de CCR e compreender
0s mecanismos de ag&do envolvidos na indu¢cdo de morte celular. Para tanto,
utilizamos a linhagem de CCR (HCT116), fibroblasto humano (MRC5) e céancer
cervical (HeLa), demonstrando que ao expor a células ao DTDF ocorre a diminui¢ao
da viabilidade celular em doses inferiores em linhagens de cancer quando
comparados a MRC5, evento que levou as quebras de DNA e alteragcéo do ciclo
celular (Capitulo II). Ao comparar o efeito nas linhagens, ficou evidenciada a maior
sensibilidade da linhagem HCT116 em comparacao a MRC5, onde observa-se pelo
método MTT que a dose 1 uM reduziu a viabilidade da linhagem HCT116 em
aproximadamente 50 % e MCRS5 aproximadamente 20 % (72 h) (Capitulo I, Fig. 1).
Na avaliacdo da capacidade clonal, a dose de 3 uM representou uma diminui¢ao
de viabilidade superior a 60 % em HCT116, enquanto em MRC5 a diminuicdo foi
de aproximadamente 60 % (72 h de exposicdo). Ao avaliar os danos de DNA
induzido pela exposicéo ao DTDF, também foi possivel detectar maior sensibilidade
da linhagem HCT116, onde os escores de indice de dano se mostraram
significativamente inferiores em MRC5 (Capitulo I, Fig. 2). Em glioblastomas,
células U251 e U87, e células da glia de ratos, células C6, o DTDF em 72 h diminuiu
significativamente a viabilidade celular avaliada pelo ensaio clonogénico (Capitulo
I, Fig. 5). Assim sendo, utilizando as mesmas linhagens, foi avaliada a progressao
do ciclo celular, onde apds 24 h de exposicéo a 6,8 UM de DTDF ocorreu o acumulo
na fracdo sub-G1 em células C6 e U87; em 48 h de exposicéo, todas as linhagens
acumularam em sub-G1 (Capitulo I, Fig. 6). Em células C6, a dose mais alta de 6,8
MM induziu o acimulo em G2/M, um resultado Unico até o momento em relagdoa
parada no ciclo celular por exposigdo ao DTDF em gliomas (Capitulo 1, Fig. 6).

A sinalizacdo de quebras duplas de DNA nas linhagens HCT116 e Hela
expostas ao DTDF em 10 e 100 uM foi detectada principalmente em células
replicativas (fase S) (Capitulo I, Fig. 2). Os acumulos de danos no DNA detectados
pelo ensaio cometa (24 h de exposi¢cdo) podem representar a reposta de dano no
DNA devido as quebras duplas, recrutando reparacao pela sinalizacéo de Y-H2AX
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(MAH et al. 2010). Injarias no genoma sao constantemente causadas por agentes
enddgenos ou exdgenos (de maneira direta ou indireta), induzindo dano no DNA
e/ou perturbando a replicagdo do DNA (ZEMAN & CIMPRICH 2014). Assim sendo, a
avaliagao R? de Y-H2AX x EdU mostrou alto indice de correlagdo na dose 10 pM,
muito semelhante ao controle positivo, sugerindo que as quebras duplas ocorrem
principalmente em fase S. No entanto, quebras duplas também foram detectadas
em células que ndo se encontravam em estagio de replicacdo (Capitulo I, Fig. 2).
A geracao de Y-H2AX em células em replicacéo (fase S) é amplamente mediada
pela proteina quinase ataxia telangiectasia and Rad3 related (ATR), acdo que
resulta em DSBs que sdo formadas por agentes e colidem com a forquilha de
replicagéo, assim como a formagéo de Y-H2AX em outras fases do ciclo celular
ocorrem possivelmente por uma reagdo a resposta celular inicial aos danos
induzidos (WARD & CHEN 2001; CUADRADO et al. 2006; TANAKA et al. 2006). Em
células HelLa, o DTDF também foi capaz de induzir DSBs detectado pelo aumento
da intensidade de fluorescéncia de Y-H2AX, resultados muito semelhantes aos
obtidos em HCT116, sendo coerente com a inducao de quebras duplas pelo agente
DTDF em células proliferativas (Capitulo IlI, Fig. Sup. 3).

Na realizacdo do experimento TARDIS, mostramos que ocorre estabilizacao
de ccTOP1 ao expor as células HCT116 e MRC5 ao DTDF, ao qual é expresso pelo
aumento da sinalizagéo de fluorescéncia quantificada, tipo de inibicdo conhecida
como efeito poison (Capitulo I, Fig. 3). A intensidade de fluorescéncia induzida pela
formacédo de ccTOP1 estaveis em células HCT116 mostrou valores elevados em
relacdo a linhagem MRCS5, intensidade préxima dos valores do controle positivo
(CPT). Esse aumento significativo da sinalizacdo de fluorescéncia claramente
demonstra a diferenca entre as linhagens e é coerente com resultados descritos na
literatura, em consequéncia de linhagens de CCR possuirem elevada expressao de
TOP1 (BOONSONG et al. 2002). A inibicdo de TOP1 induzido pelo DTDF corrobora
em parte a inducdo de danos no DNA e formacéo de quebras duplas de DNA em
fase S, resultando na reducéo da viabilidade das células de CCR.

Anteriormente, demostramos a origem das quebras duplas de DNA, porém
a presenca de DSB em células néo replicativas pode ser originaria da inducdo de
estresse oxidativo (Capitulo Il, Fig. 3) A geracdo de estresse oxidativo por

exposi¢cdo ao DTDF ficou evidenciada em células HCT116 e MRC5, em incubacgdes
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de 3 e 24 h (Capitulo II. Fig. 4). Em dose de 1, 5 €10 uM, a exposicdo de 3 h ao
DTDF aumentou significativamente os niveis de EROs em comparacédo ao grupo
controle. No entanto, na linhagem MRC5 em 24 h elevou os niveis de EROs em
valores ndo significativos.

Os efeitos citotoxicos e genotdxico induzidos pela exposicdo ao DTDF
levaram a parada no ciclo celular em células MRC5 e HCT116 (Capitulo 2, Fig. 5).
A exposicéo por 24 e 48 h levou ao acumulo em G2/M significativamente elevado
em doses de 10 uM em ambas as linhagens. Em 24 h de exposi¢cao ao DTDF, a
dose de 5 uM induziu acumulo significativamente mais alto em HCT116, porém nao
em MRC5, mostrando uma maior sensibilidade pela linhagem de CCR. Em 48 h de
exposicdo, também é possivel observar maior sensibilidade em HCT116 no
acumulo de células em G2/M em comparacdo a MRCS5. Diferentemente dos
resultados obtidos em V79, uma linhagem néo proficiente em p53, a inducao de
parada no ciclo celular induzido pelo DTDF aconteceu em fase S (JORGE et al.
2015). Dessa maneira, aqui encontramos um novo endpoint de ciclo celular em
G2/M possivelmente envolvendo processo apoptotico. De maneira geral, as células
se replicam mais lentamente em resposta ao dano no DNA e, para garantir que
cada célula filha receba DNA integro, elas dispdem de mecanismos chamados de
checkpoints (Ciccla & ELLEDGE 2010; ZEMAN & CIMPRICH 2014). Essas paradas sao
utilizadas pelas células para detectar e responder ao dano no DNA, pois elas
interrompem o ciclo celular, permitindo uma faixa de tempo fundamental para
ocorrer a reparacdo do DNA antes que acontecam 0S processos cruciais de
replicacdo de DNA e segregacao cromossomica (HARTWELL & WEINERT 1989).

Nossos resultados indicam a inducdo de apoptose tardia em linhagens
HCT116 e HeLa em exposicdo DPDT, efeito com elevado nivel de acumulo em
apoptose nas doses de 5 e 10 uM (Capitulo 2, Fig. 6, Fig. S4, Fig. S5). Ambos os
periodos de exposicéo de 24 e 48 h levaram a ao acumulo de células em apoptose
tardia, onde HCT116 mostrou maior sensibilidade e menor viabilidade em
comparacdo a HelLa. Além disso, o mesmo experimento foi realizado com a
incubacédo de QVD-OPh, caspase-3, 1, 8 and 9 inhibitors (QVD), um inibidor potente
de caspases. Apdés a incubacdo com QVD, a inducdo de apoptose foi
significativamente reduzida em comparacao aos valores obtidos na auséncia QVD,

indicando que a inducao de apoptose ocorre de maneira dependente de caspases.
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Na presente tese, demonstrou-se que o DTDF possui potencial de ser
utilizado na acao antitumoral, provocando mecanismos de acao que induzem a
morte de células de CCR (HCT116), incluindo outras linhagens (MRC5 e HelLa). A
citotoxicidade produzida pelo agente DTDF & fendmeno que estd associado a
inducdo de quebras no DNA, tanto SSBs quanto DSBs, 0s quais ocorrem
principalmente em fase S do ciclo celular. Dessa maneira, a formacao de quebras
duplas se deve a estabilizagdo de ccTOP1 induzidas pela exposicdo DTDF,
adicionado a producdo de estresse oxidativo. Por fim, os mecanismos de acéo
descritos explicam a parada no ciclo celular em G2/M e inducdo de apoptose
depende de caspases. O DTDF possui acdo complexa por hdo apresentar um Unico
mecanismo, mas sim mais de um mecanismo de acao envolvido na indugéo de
apoptose e parada de ciclo celular. Em adicéo, a utilizacdo de concentracdes néo
citotoxicas reduziu a toxicidade induzida pela DOX, bem como diminuiu a formagéo
de danos de DNA. Devido a sua complexidade e grande potencial antitumoral,
representado por mecanismos especificos, o DTDF necessita ser amplamente
estudado em novas metodologias que explorem os efeitos combinatdrios com

outras moléculas, bem como investigar a ativacédo de checkpoints de ciclo celular.
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