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RESUMO

O presente estudo avaliou as propriedades antigenotdxicas e antimutagénicas do Ditelureto
de Difenila (DTDF) contra diversos mutagenos em fibroblastos de pulmédo de hamster
Chinés (V79). O DTDF né&o foi citotoxico e genotoxico em concentragfes entre 0,01 — 0,5
umol. O pré-tratamento com esse composto organotelurado nas concentragdes nao
citotoxicas (0,01, 0,05 e 0,1 umol) aumentou a viabiliadade celular ap6s a exposi¢do ao
peroxido de hidrogénio (H,0,), tert butil hidroperoxido (t-BOOH), metil metano sulfonato
(MMS) ou radiacdo UV C. Além disso, o pré-tratamento com o DTDF diminuiu os danos
no DNA e a inducdo de bases oxidadas por todos 0s agentes genotoxicos estudados, como
pode ser verificado pelo ensaio cometa alcalino e ensaio cometa modificado,
respectivamente. O pré-tratamento também reduziu a frequéncia de micronucleus,
revelando um efeito protetor do DTDF contra os dois agentes mutagénicos testados, MMS
ou UV C. Os nossos resultados demonstraram que as células tratadas com o DTDF nas
concentracdes de 0,01, 0,05 e 0,1 umol ndo aumentaram os niveis de TBARS e producéo
de ROS. Entretanto, observou-se um aumento da intensidade dos foci de ROS e na
atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) ap6s o tratamento com o DTDF,
sugerindo um efeito pré-oxidante desse composto. Os resultados obtidos neste trabalho
demonstraram claramente que o DTDF em baixas concentracGes apresenta propriedades
antigenotoxicas e antimutagénicas. O efeito protetor observado pode ser atribuido a

inducdo de uma resposta adaptativa em células V79 pelo pré-tratamento com o DTDF.
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ABSTRACT

The present study evaluated antigenotoxic and antimutagenic properties of
Diphenyl ditelluride (DPDT) against several known mutagens in Chinese hamster lung
fibroblast (V79). DPDT was not cytotoxic and genotoxic at concentrations ranging from
0.01 to 0.5umol. The pre-treatment for 2h with this organotellurium compound at non-
cytotoxic dose range (0.01, 0.05 and 0.1 umol) increased cell survival after challenge with
hydrogen peroxide (H,O,), t-butyl hydroperoxide (t-BOOH), methyl-methanesulphonate
(MMS), or UV C radiation. In addition, the pre-treatment with DPDT decreased the DNA
damage and oxidized bases induction by the studied genotoxic agents, as verified in the
comet assay and modified comet assay, respectively. The pre-treatment also reduced
micronucleus frequency, revealing the protector effect of DPDT against MMS or UV C
induced mutagenesis. Our results demonstrated that DPDT-treated cells at concentrations
of 0.01, 0.05 and 0.1 umol did not change TBARS levels and ROS generation. However,
the observed increased intensity of ROS foci and increased superoxide dismutase activity
(SOD) following DPDT treatment suggest pro-oxidative effect of this compound. Our
results clearly demonstrate that DPDT at low concentrations presents antigenotoxic and
antimutagenic properties. The probable mechanism of the protection effect could be

induction of adaptive response in V79 cells by the DPDT pre-treatment.
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1. Introducéo

1.1 Teldrio

O elemento teldrio é um semi-metal pertencente ao grupo 16 da tabela periddica,

ﬁ familia dos calcogénios, assim como o oxigénio, enxofre,
polénio e o selénio. Pouco abundante na natureza, foi

q\
L ok o

descoberto como telureto de ouro (calaverita) na Roménia
em 1782 pelo quimico austriaco Frauz Joseph Miller Von
Reichstein (Nogueira et al., 2004). Posteriormente, em
1798, foi isolado pelo quimico alemdo Martin Heinrich

Klaproth, quem Ihe deu o nome, em homenagem a deusa

& e da Terra (Tellus = terra) (Figura 1) (revisado por
Figura 1: Tellus (Deusa da Terra)
Chasteen et al. 2009). Na natureza, pode apresentar-se

em diferentes estados de oxidagéo: Te™ (telurato), Te™ (telurito), Te’ (teldrio elementar) e
Te” (telureto) (Scansetti 1992), isto faz com que este elemento participe de uma grande
variedade de composicdes e estruturas. E encontrado em muitos minérios, estando em
maior frequéncia na forma de teluretos de ouro, bismuto, chumbo e prata (Zeni et al.
2003).

O primeiro composto organico de telurio foi sintetizado por Friedrich Wohler em
1840 a partir do telureto de sodio (Na,Te) e (Et,SO,).Ba em meio aquoso. Desde sua
descoberta até metade do século XX, a quimica dos compostos organotelurados
desenvolveu-se rapidamente. Nos dias atuais, esses compostos constituem novos interesses
farmacoldgicos. Varias destas substancias, com diferentes caracteristicas e estruturas
quimicas, vém sendo estudadas quanto as suas propriedades farmacologicas e
toxicologicas (Nogueira et al. 2004; Rezanka & Sigler 2008).

Os compostos de teldrio sdo importantes na producado industrial de vidro e ago, bem
como um aditivo anti-detonante na gasolina (Fairhill, 1969). Além disso, séo utilizadas na
producdo de explosivos, na vulcanizacdo da borracha, em lubrificantes sélidos, solucbes
oxidantes para polir metais e na industria petroguimica (Fairhill, 1969; Taylor 1996).
Recentemente, esse semi-metal vem sendo muito empregado na manufatura de
semicondutores particulados, sistemas de energia fotovoltaica e outros componentes

eletrbnicos, como microchips e discos de DVD regravaveis (Green et al. 2007; Zhang &

14



Swihart, 2007; Wang et al. 2008). Possui também uma grande aplicacdo na industria
farmacéutica, sendo importante na sintese de farmacos (Friedman et al. 2009; Schiar et al.
2009).

O telturio metalico estd presente na composicdo de organismos vegetais,
particularmente em membros da Familia Alliaceae, em que o representante mais popular é
o alho (Larner, 1995). Alguns estudos ja demonstraram que pequenas quantidades de
telario foram identificadas nos fluidos corporais, tais como sangue e urina (Siddik &
Newman 1988; Newman et al. 1989). Estudos demonstraram também que esse elemento
esta presente na forma de telurocisteina e telurometionina em muitas proteinas de bactérias
(Boles et al. 1995; Ogra et al. 2008), leveduras (Yu et al. 1993) e outros fungos (Ramadan
et al. 1989). Contudo até o presente momento, proteinas contendo teltrio ndo foram
identificadas em células animais. Por essa razao o teltrio ndo apresenta funcéo fisiologica

descrita até 0 momento, em mamiferos (Taylor 1996; Rezanka & Sigler 2008).

1.2 Efeitos biol6égicos dos compostos organotelurados

Existem poucos estudos sobre os efeitos bioldgicos de compostos organotelurados.
Embora compostos organotelurados fossem considerados inicialmente menos toxicos que
derivados de selénio (Engman 1985), estudos recentes indicam o contrario (Nogueira et al.
2004; Chasteen et al. 2009). O estudo sistematico dos efeitos bioldgicos de diferentes
classes de compostos organotelurados ainda esta aberto para este ramo de investigacao
(Cunha et al. 2009). O telurio pode ser prontamente absorvido pelo organismo, através da
dieta, principalmente na forma de compostos organicos. Na forma de telureto de
hidrogénio (H,Te) pode estar ligado a proteinas e apresentar uma taxa de eliminagdo muito
lenta (Cunha et al. 2009). Entretanto, a exposicdo e a absorcdo de telGrio inorganico na
forma de teluritos e teluratos também ocorrem (Taylor 1996; Ogra et al. 2008; Chasteen et
al. 2009).

A toxicologia de compostos organotelurados tem sido estudada principalmente por
métodos empiricos, baseados na toxicidade observada em animais, ou a avaliagdo em
tecidos, ou ainda pela inibi¢cdo do crescimento celular (Sailer et al. 2004; Cunha et al.
2005; Schiar et al. 2009). Embora as transformag6es bioquimicas, os mecanismos de acdo
e o significado biolégico da exposicdo a estas substancias sejam pouco conhecidos e

caracterizados, ha uma crescente preocupacao em relacdo aos potenciais efeitos adversos
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que este elemento pode causar (Meotti et al. 2003; Rezanka & Sigler 2008). Desta forma, o
aumento no uso industrial do telurio, tanto das suas formas orgénicas quanto inorganicas,
pode causar riscos ocupacionais e ambientais para a saude humana (Meotti et al. 2003;
Borges et al. 2007).

1.3 Propriedades farmacoldgicas dos compostos organotelurados

A historia da busca de efeitos farmacodinamicos em moléculas organicas contendo
teltrio é relativamente recente, quando comparada com a farmacologia e toxicologia dos
compostos organoselenados. E importante lembrar que a inspiracio para 0s testes
biolégicos de compostos organotelurados baseia-se nos efeitos farmacodindmicos de
moléculas contendo selénio e da semelhanga quimica existente entre esses dois elementos
(Nogueira et al. 2004; Chasteen et al. 2009).

A primeira atividade farmacoldgica de um composto organico de teltrio foi descrita
em 1824 por Gmelin. Entretanto, em 1987 Sredni e col demonstraram a primeira potente
atividade imunomoduladora do composto organotelurado codificado como AS-101
(telurato de tricloro amonio-dioxoetileno-O,0’) em camundongos, mediando efeitos
antitumorais. Além desses efeitos, 0 AS-101 é capaz de estimular células linfoides a
produzir citocinas como IL-1, IL-2, 1L-10, TNF-a (Kozenitzky et al. 1992), podendo
também restaurar a atividade de linfocitos T helper (Kalechman et al. 2004; Sredni-
Kenigsbuch et al. 2008). Halperin-Sheinfeld e colaboradores (2012) demonstraram que o
tratamento com o AS-101 ajuda a prevenir a diabetes tipo 2 em ratos, além disso, é 0
composto organotelurado mais estudado e possivelmente o Unico que foi utilizado em
estudos clinicos de fase | e 1l em pacientes com céncer (para revisdo ver Sredni 2012).
Além dessas propriedades, compostos organotelurados apresentam acdo bactericida,
fungicida e inseticida (Kormutakova et al. 2000; Toptchieva et al. 2003; Castro et al.
2009).

A propriedade quimioprotetora dos compostos organicos de telurio, proveniente de
seus efeitos citotdxicos, comecou a ser explorada por diversos grupos de pesquisa. Apesar
da habilidade dos compostos de induzirem apoptose e alterac6es de outras naturezas a fim
de causarem morte celular, um novo alvo para a pesquisa anticancer vem sendo muito
estudado, a enzima tiorredoxina redutase (TRXr). Esta enzima, responsavel por fornecer

equivalentes redutores (tiorredoxina - TRX-SH) as redutases de ribonucleotideos, tem sua
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expressdo génica aumentada nas células tumorais, auxiliando no crescimento celular (Oka
et al. 2012). Engman e colaboradores (2000) sintetizaram diversos compostos analogos do
telureto de difenila e observaram que alguns apresentaram boa resposta como inibidores da
TRXr e inibidores do crescimento de células tumorais, provavelmente pela oxidacdo da
enzima Catepsina B, levando a inativagdo da enzima e assim diminuindo o efeito
metastatico do tumor (Cunha et al. 2005). Compostos organicos de teltrio na forma de sais
solGveis em agua também foram avaliados, e mostraram-se os melhores inibidores da
TRXr ja testados. Apesar da hidrofilicidade dos compostos ter restringido a captacao
celular, foram bastante eficientes contra culturas de cancer de colon (Engman et al. 2000).

O atomo de tellrio presente em compostos organicos é facilmente oxidado, o que
torna estas substancias aptas a agirem como antioxidantes e protegerem proteinas e lipidios
contra o estresse oxidativo em varios sistemas (Kanski et al. 2001). O interesse nos estudos
de estresse oxidativo e a busca de moléculas com atividade antioxidantes mais potentes
que os agentes nucleofilicos classicos também se voltou aos compostos organicos contendo
telario em fins da década de 1990. Os compostos com natureza ditelureto de diarila,
especialmente as moléculas contendo uma ou duas hidroxilas em orientacdo para e
grupamentos metila em posicdes orto em relagdo ao telurio, sdo eficientes em inibir a
peroxidacdo lipidica iniciada por azocompostos em micelas de &cido linoleico em um
sistema in vitro livre de células por meio de um mecanismo autocatalitico (Mugesh et al.
2001; Cunha et al. 2005).

Além destas importantes propriedades descritas acima, alguns compostos
organotelurados séo capazes de mimetizar a atividade da enzima glutationa peroxidase
(GPx) que, a custa de glutationa (GSH), neutraliza o peréxido de hidrogénio (H,0,).
Devido a fundamental relevancia no processo de envelhecimento e potencial uso de
antioxidantes como prospectivas drogas para o uso em doencas relacionadas ao estresse
oxidativo, diversos estudos tem sido realizados com compostos de selénio que mimetizam
a atividade de GPx (Zheng et al. 2008; Sarma et al. 2010; de Souza Prestes et al. 2012).
Convém salientar que a substituicdo de selénio por teltrio em diaril derivados melhora a
atividade antioxidante (Cunha et al. 2005).

Em 1992 Engman e colaboradores demonstraram pela técnica de ressonancia
magnética nuclear, que muitos compostos derivados do ditelureto de diarila possuem

atividade tiol peroxidase, produzindo dissulfetos e regenerando o diaril ditellureto.
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Posteriormente, Andersson e colaboradores (1993) reportaram a atividade mimética da
GPx de diaril teluretos, substituidos com moléculas doadoras de elétrons. Para tal, estes
autores atribuiram que o efeito antioxidante destes compostos é devido a formacdo de
teluréxido, resultante da oxidacéo do Te*? & Te*™, que seria novamente reduzido ao estado
inicial pela GSH, em um mecanismo catalitico, neutralizando radicais livres e as espécies
reativas de oxigénio/nitrogénio (Andersson et al. 1993; Engman et al. 1994).

Os efeitos antioxidantes dos diteluretos de diarila também foram estudados em
sistemas celulares in vitro em niveis crescentes de complexidade. Neste contexto,
Wieslander e colaboradores (1998) mostraram que em presenca de glutationa, o telureto de
bis(4-hidroxifenila), telureto de bis(4-amonifenila) e o telureto de bis(2-carboxifenila)
reduziram em mais de 50% o efeito citotoxico do hidroperoxido de tert-butila em células
de fibroblasto de pulmdo de hamster chinés (células V79), quando foram utilizadas
concentrag0es inferiores a 2 pumol.

Briviba e colaboradores (1998) reportaram a capacidade de compostos
organotelurados em neutralizar o ONOO™ e propuseram um mecanismo catalitico para a
neutralizacdo de ONOO" (Figura 2). Além disso, utilizando eritrocitos como modelo de
estudo in vitro de danos oxidativos por espécies reativas de nitrogénio, mais
especificamente o peroxinitrito (ONOO"). Tiano e colaboradores (2000) demonstraram a
capacidade de diferentes compostos derivados do diaril tellureto em neutralizar o ONOO™ e

inibir a sua capacidade de nitrosilar proteinas, também pela formacéo de teluroxido.

ONOOH ONOH

GSSG + H0 2 GSH

Figura 2: Mecanismo catalitico proposto para a atividade neutralizadora de peroxinitrito

dos compostos organotelurados (adaptado de Briviba et al. 1998).
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Recentemente, Avila e colaboradores (2011) reportaram que o composto telureto
vinilico apresenta efeitos hepatoprotetores em camundongos apds a administracdo de
acetaminofeno, reduzindo o estresse oxidativo por varredura de espécies reativas. Além
disso, o telureto vinilico apresentou acdo neuroprotetora contra agdo neurotoxica Mn-
induzida em ratos (Avila et al. 2010). Mais recentemente, Avila e colaboradores (2012)
mostraram que compostos organotelurados podem causar a translocacdo do fator de
crescimento DAF-16 do citosol para o nucleo, reduzindo o estresse oxidativo induzido por
Mn em Caenorhabditis elegans. Estes resultados sugerem que compostos organotelurados
podem modular a via da DAF-16, induzindo a producdo de enzimas antioxidantes que
dependem desta via, como superoxico dismutase e glutationa peroxidase.

A atividade antioxidante dos compostos organotelurados é muito interessante,
especialmente porque quando comparados com analogos contendo selénio, seus efeitos séo
mais pronunciados em faixas de concentracbes muito menores, o que o0s torna excelentes
candidatos a estudos farmacoldgicos e toxicologicos. Além disso, cada vez mais se
comprova a forte relacdo entre a formacdo de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio e
diversas doencas, tornando-se importante a pesquisa de novos e potentes agentes
antioxidantes (Cunha et al. 2005; Chasteen et al. 2009).

1.4 O ditelureto de difenila

O ditelureto de difenila (DTDF) € um composto organico de telurio, sélido, de peso
molecular 409,41g/mol e altamente hidrofobico (Figura 3). E um importante intermediario
em reacgdes de sintese organica, em especial de drogas contendo teltrio (Muniz Alvarez et
al. 2005). Esse composto tem sido estudado devido as suas propriedades toxicoldgicas e

interessantes atividades farmacoldgicas, com fins ao desenvolvimento de novos farmacos

O/TQ‘TGO

Figura 3: Estrutura quimica
do ditelureto de difenila.

organotelurados.
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Em 1998, Barbosa e colaboradores observaram que o DTDF era capaz de inibir a
atividade da enzima sulfidrilica 6-ALA-D in vitro em homogenado de figado de ratos com
ICs0 de aproximadamente 10umol, que possui em seu sitio ativo dois residuos cisteinil, 0s
quais podem ser facilmente oxidados in vitro e in vivo (Barbosa et al. 1998; Maciel et al.
2000; Meotti et al. 2003; Nogueira et al. 2004). Esta inibicdo impede a continuacdo da
cascata de sintese de grupamentos heme, importantes na sintese de hemoglobina,
citocromos e catalase. Leva também ao acimulo do substrato da 3-ALA-D, o acido
aminolevulinico, o qual promove uma condicdo pré-oxidante (Emanuelli et al. 2001;
Goncalves et al. 2009). Embora tenha sido observada a inibicdo desta enzima in vitro em
homogenado, o mesmo ndo ocorreu em folhas de abdbora, devido as diferengas entre a
isoforma animal que possui dois residuos cisteinil, e a vegetal, que possui apenas um.
Maciel e colaboradores (2000) demonstraram a inibi¢ao da 6-ALA-D em figado, cérebro e
rim em camundongos apds administracdo aguda de ditelureto de difenila na dose de 500
umol/Kg, bem como inibi¢do da enzima hepatica e cerebral apos exposicao sub cronica (14
dias) nas doses de 10 e 25 pumol/Kg. Em outro estudo, foi verificada a inibigdo de 40% da
atividade desta enzima em eritrocitos de camundongos apds trés dias de administracao
Unica de ditelureto de difenila na dose de 150 umol/Kg (Meotti et al. 2003). Nogueira e
colaboradores (2003) observaram a inibicdo dessa enzima em eritrécitos humanos a partir
da concentragéo de 4 umol .

A capacidade do DTDF em perturbar a homeostase redox dos grupamentos tidlicos
em proteinas € capaz de afetar uma série de enzimas importantes, uma vez que 0
mecanismo de oxidacdo de residuos cisteinil € importante no controle e regulacdo da
atividade enzimatica em diversos processos celulares. O DTDF em altas concentracdes
inibiu a atividade da enzima Na'K" ATPase, porém em concentragdes menores que 4 pmol
aumentou a atividade da enzima Na'K* ATPase em membrana plasmatica proveniente de
sinapses de cdrtex cerebral de ratos jovens, apresentando efeito dualistico (Borges et al.
2005). Esta enzima esta presente na membrana celular e é responsavel pelo transporte ativo
de sodio e potassio nas células, especialmente no sistema nervoso central (Cereijido et al.
2012).

Em relagdo ao conhecimento dos efeitos do ditelureto de difenila em animais,
varios efeitos neurotoxicos em roedores foram relatados. Entre eles, a acentuada

vacuolizacdo dos corpos celulares no cérebro, reducdo do peso cerebral, aumento dos
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niveis de glutamato na fenda sinéptica (Nogueira et al. 2001), aumento do influxo de célcio
em condicOes despolarizantes e hiperfosforilagdo de proteinas do citoesqueleto no cortex
cerebral pelo aumento de atividade de cinases (Moretto et al. 2005; Funchal et al. 2006;
Moretto et al. 2007). S&o relatadas ainda alteracdes na memdria em ratos no modelo de
reconhecimento de novos objetos (Stangherlin et al. 2005).

Existem evidéncias de toxicidade renal e hepética, observadas pelo aumento da
atividade plasmatica das enzimas alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase
que se tornam aumentadas quando ha dano aos hepatocitos (Maciel et al. 2000; Meotti et
al. 2003), como também de reducdo da excrecdo de creatinina e uréia, que
consequentemente se tornam aumentadas no plasma (Barbosa et al. 1998; Maciel et al.
2000).

O DTDF possui potencial teratogénico em fetos de ratos, causando hidrocefalia,
edemas e alteracdes nas medidas corporais fetais, além de efeitos toxicos para a méde. Além
disso, provoca altas taxas de mortalidade pré e pds-natais (Stangherlin et al. 2005). A
exposicdo materna ao ditelureto de difenila durante o periodo de amamentacgdo altera as
tendéncias comportamentais da sua prole, que passa a se comportar de forma desinibitéria.
As observacdes desses estudos sugerem que o ditelureto de difenila (ou algum metabdlito)
consegue passar para os filhotes através do leite materno (Stangherlin et al. 2006).

Resultados do nosso grupo mostraram que o DTDF pode induzir alteragédo no
quadro de leitura em Salmonella typhimurium e em linhagem selvagem hapl6ide da
levedura Saccharomyces cerevisiae. Os mutantes de S. cerevisiae deficientes na reparacdo
por excisdo de bases (BER) e na reparagdo recombinacional (HR) mostraram elevada
sensibilidade ao DTDF. O DTDF apresentou citotoxicidade a partir da concentracdo de 1
umol apds 2 horas de exposi¢do em células V79. Consistentemente, o tratamento das
células por 2 horas com concentracdes citotoxicas do DTDF aumentaram o0s niveis de
peroxidacdo lipidica e diminuiram os niveis de GSH/GSSH em levedura e em células V79,
indicando que DTDF pode levar ao aumento da peroxidacao lipidica e da oxidacdo da
glutationa intracelular, caracterizando um estado de estresse oxidativo. Além disso, o
DTDF induziu danos oxidativos ao DNA, determinados pelo ensaio cometa modificado
empregando as endonucleases formamidopirimidina DNA-glicosilase (Fpg) e
endonuclease 11 (endolll) com e sem ativagdo metabdlica. Nas concentragcbes mais

elevadas, o DTDF induziu a formacéo de quebras simples e duplas de DNA em células
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V79, como evidenciado pelo ensaio cometa, nas versdes alcalina e neutra, na presenca e
auséncia de ativacdo metabolica. O tratamento com o DTDF também induziu aumento na
frequéncia de microndcleos em células V79, demonstrando potencial mutagénico dessa
molécula em altas concentracfes. Entretanto, quando realizado o pré-tratamento com N-
acetilcisteina, que restaura 0 GSH ao nivel normal, houve reducdo dos efeitos oxidativos,
genotdxicos e mutagénicos do DTDF em levedura e em células V79 (Degrandi et al.
2010).

Apesar dos efeitos toxicos, o DTDF reduziu o nivel de peroxidacdo lipidica em
cérebro, rim e figado de ratos, induzida por varios oxidantes (Rossato et al. 2002; Hassan
et al. 2009). Além disso, o0 DTDF conferiu protecdo contra neurotoxicidade e estresse
oxidativo induzido por 4-aminopiridina em camundongos adultos (Brito et al. 2009). Além
disso, o DTDF reduziu a peroxidacéao lipidica induzida por cloreto férrico em pulméo de

camundongos (Pinton et al. 2011).

1.5 Doxorrubicina

Uma grande parte dos agentes antitumorais tem como alvo a molécula de DNA,
sendo que a eficacia destas drogas esta diretamente correlacionada com sua capacidade de
causar lesbes genotdxicas (Moustachi 2000; Blasiak et al. 2004). As antraciclinas estdo
entre os agentes antitumorais mais eficazes que ja foram desenvolvidos. A doxorrubicina
(DOX) é um exemplo de droga que age sobre a molécula de DNA, sendo muito empregada
na guimioterapia de tumores. Foi uma das primeiras antraciclinas isoladas no decorrer da
década de 60, a partir de Streptomyces peucetius e é classicamente conhecida por sua a¢édo
inibitoria sobre a topoisomerase 11 (topo 1), o que impede que essa proteina religue as fitas
de DNA, causando quebras duplas no DNA (DSB) (Minotti et al. 2004).

A DOX é largamente utilizada na clinica, principalmente para o tratamento de
cancer de mama e outros tumores solidos (O’Shaughnessy 2003; Minotti et al. 2004).
Apesar da sua vasta utilizacdo, varios aspectos de sua toxicidade permanecem mal
entendidos. Embora a atividade das antracilcinas seja derivada principalmente da inibicéo
topo Il (Gerwitz 1999), outros efeitos ligados a inducéo de radicais livres, a sua capacidade
de alquilar diretamente o DNA ou de induzir a formag&o de pontes entre as duas cadeias de

DNA, podem também apresentar um papel importante em relacdo a sua atividade
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antitumoral, bem como aos importantes efeitos secundarios ligados a esta classe de

medicamentos que limitam a sua utiliza¢do clinica (Minotti et al. 2004; Cutts et al. 2005).

Muitas evidéncias sugerem que a inducdo de quebras duplas no DNA e posterior
fosforilacdo da proteina H2AX ¢é essencial para o recrutamento de proteinas de
sinalizacdo/reparo para o dano no DNA. O papel do y- H2AX no reparo de danos no DNA
ndo é totalmente conhecido, porém acredita-se que essa proteina possa aumentar os fatores
de reparo perto do local de leséo e assim facilitar os mecanismos de reparo (Fernandez-
Capetillo et al. 2004). As lesdes induzidas por agentes genotdxicos, além de recrutarem as
proteinas de reparo, também servem de sinal para a parada de ciclo celular (O’Driscoll e
jaggo, 2006). Participam desse processo uma grande variedade de proteinas sensoras ao
dano, transdutores de sinal, bem como proteinas efetoras. O exato mecanismo desse

processo ainda é desconhecido (Houtgraaf et al. 2006).

A utilizacdo da DOX, em concentrac@es clinicas, é também conhecida por induzir
estresse oxidativo e aparecimento de bases oxidadas (Doroshow et al. 2001). Esta inducéo
poderia constituir um mecanismo alternativo que explicaria em parte sua atividade, mas
também o desenvolvimento de patologias malignas secundarias ou a sua cardiotoxicidade
que limita sua utilizacdo (Hoffman et al. 1995; Gewirtz 1999). A cardiotoxicidade é um
dos seus efeitos colaterais mais importantes, sendo decorrente dos radicais livres liberados
pela droga, uma vez que tais espécies danificadoras atuam preferencialmente sobre o
miocardio (Dickey & Rao 2012; Octavia et al. 2012). O uso de antioxidantes durante a
quimioterapia tem demonstrado potencial de prevengdo contra efeitos indesejaveis em
células normais. Compostos organoselenados em baixas concentracdes demonstraram
potencial antimutagénico em linfocitos humanos tratados com DOX (Santos & Takahashi,
2008). O efeito observado foi atribuido a acdo antioxidante e possivel interferéncia com as
vias de reparo de DNA.

1.6 Estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (ERQO) sdo produtos normais do metabolismo
celular e sua presenca nas células pode ser benéfica ou ndo dependendo da concentracédo
em que estdo presentes. Todos 0s organismos Vivos aerdbios utilizam o oxigénio como
aceptor final de elétrons na cadeia tranportadora de elétrons (Halliwell & Gutteridge,

2007). As ERO podem ser formadas também por outros mecanismos como: produzidas
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pelas xantinas oxidases, NAD(P)H oxidases, citocromo P-450-oxidases, pela auto-
oxidacgéo de catecolaminas e lipoxigenases (Madamanchi et al. 2005; Barrera 2012).

As concentracdes de ERO podem variar de acordo com o tipo celular. A sua
presenca em niveis medianos é importante para processos fisioldgicos vitais em diferentes
areas, incluindo sinalizacdo intracelular e regulagdo redox, assim como defesa contra
agentes infecciosos (para revisdo ver Carocho & Ferreira 2012). ERO podem atuar como
segundos mensageiros independente de estresse oxidativo e na sinalizacdo celular para a
proliferacdo celular, como a ativacdo da guanilato ciclase com a formacdo do segundo
mensageiro da guanosina monosfato ciclica, e inducdo da divisdo celular (Valko et al.
2007), a necrose e a apoptose (Carocho & Ferreira 2012; Halliwell 2012). Uma vez que foi
observado que a producdo de ERO leva a mudancas na transcricdo de genes, via regulacao
redox e fosforilacdo de fatores de transcricdo (Madamanchi et al. 2005; Gutteridge &
Halliwell 2010; Prochazkova et al. 2011). A regulacdo de proteinas por oxidagdo e
reducdo, como ativacdo e inativacdo de fosfatases também € fundamental na sinalizacao
celular (Prochazkova et al. 2011; Halliwell 2012).

Outros mecanismos fisioldgicos como resposta de fagdcitos a infeccdo microbiana,
a sintese de prostaglandinas, o metabolismo de xenobidticos, a hidroxilacdo de prolina e
lisina e a oxidacdo de xantina também estdo relacionados a geracdo enddgena das ERO
(Valko et al. 2006; Ma 2010; Halliwell 2012). Em adi¢éo, as ERO podem ser provenientes
de fontes externas como dieta, radiacdo solar, agentes quimicos e poluentes do ar que estédo
constantemente presentes no ambiente (Figura 4) (Gutteridge & Halliwell 2010; Ma 2010;
Halliwell 2012).
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Figura 4: Fontes geradoras de ERO. (Adaptado de Ma, 2010)
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Quando o acumulo destas moléculas ultrapassa a capacidade de defesa antioxidante
das células, ocorre estresse oxidativo (Ma 2010; van Loon et al. 2010), podendo esta
condicg&o de estresse ser resultado de: (a) um aumento excessivo na producdo das ERO; (b)
uma diminuicdo da capacidade de defesa celular antioxidante; (c) ou ainda por ambos
(Halliwell 2007).

O termo ERO inclui todas as moléculas quimicamente reativas derivadas de
oxigénio, que sdo frequentemente denominados de radicais livres por apresentarem um
elétron ndo pareado em sua o6rbita mais externa, como o radical hidroxil (HO) e o
anionsuperoxido (027). As demais moléculas, apesar de grande reatividade com
componentes celulares, ndo sdo considerados radicais livres, como o peroxido de
hidrogénio (H,05) e o oxigénio singlet (*O,) (Halliwell & Gutteridge 2007).

As ERO podem ser produzidas em quantidades excessivas, gerando desequilibrio
entre os fenbmenos pré-oxidativos e as defesas antioxidantes celulares, podendo
comprometer a integridade celular por causar danos a membrana, perda de fungdo de
organelas, reducdo na eficiéncia metabolica, danos na cromatina e mutagdes, levando a
morte celular (Figura 5) (Henriques et al. 2001; Valko et al. 2006).

25



Fontes endogenas: Defesas antioxidantes:

Mitocondria Sistemas enzimaticos e
Peroxissomas nac-enzimaticos, para
Lipoxigenases eliminagdo de EROs ou

NADPH oxidase reparo dos danos
Citocromo P450 oxidativos

Xantina oxidase

Fungdes Fisiologicas
Comprometidas

Diminuicao da

¥

resposta celular
proliferativa Metabt.iisrm e g
crescimento
Defesa celular normais
deficiente

Figura 5: Fontes enddgenas e exdgenas de ERO e defesas antioxidantes. (Adaptado
de Ma, 2010).

1.6.1 Danos oxidativos no DNA

Os agentes oxidantes sdo capazes ainda de provocar lesdes na molécula de DNA
genébmico e mitocondrial. Aproximadamente 100 diferentes modificaces em bases e
acucares ja foram identificadas (Friedberg 2006; Svilar et al. 2011). No DNA, de modo
geral, as ERO podem produzir uma serie de lesdes, danificando as bases nitrogenadas,
desoxirriboses, causando quebras simples e duplas na cadeia, criando sitios apurinicos e
apirimidinicos (sitios AP), modificagbes nas bases e ligagdes cruzadas entre DNA e
proteinas. Portanto, os danos oxidativos no DNA podem provocar blogqueio na replicacgéo,
mutacdes, anormalidades cromossdmicas e consequentemente uma grande citotoxicidade
(Friedberg, 2006; Valko et al. 2006; Svilar et al. 2011).

Uma das mais importantes modificacfes de bases geradas por ERO ¢ a 7,8-diidro-
8-0x0-2’-desoxiguanina (8-oxo-G) (Figura 6), devido a oxidacdo do &tomo C8 do anel da
guanina. O 8-0xo0-G é o produto de dano oxidativo de base melhor caracterizado, embora

ndo cause blogueio na sintese de DNA, é fortemente mutagénico in vitro e in vivo, pois a
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DNA polimerase o pode incorporar deoxiadenosina monofosfato (dAMP) oposto a 8-oxo-
G, causando transversdes do tipo G-T (Valko et al. 2006; van Loon et al. 2010).

O ataque a purinas provoca também a formacdo de formamidopirimidinas (Fapy)
(Figura 6), produtos da abertura do anel imidazélico. Em relagdo as pirimidinas, o radical
hidroxil reage preferencialmente com ligagdes duplas C5-C6, formando glicois de timina e
citosina. A base oxidada 5’hidroxi-2’-desoxicitidina causa transicdes do tipo C-T, e a
timina glicol causa transi¢fes do tipo T-C, sendo altamente mutagénicas. As riboses séo
alvos menos frequentes, porém o ataque de ERO pode abstrair um dos &tomos de
hidrogénio da ribose, formando radicais que podem levar a quebra simples de cadeia, sitios

abasicos e sitios alcali-labeis (Valko et al. 2004; Svilar et al. 2011)
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Figura 6. Principais modificagfes das bases do DNA provocadas por lesdes oxidativas.
(Adaptado de Svilar et al. 2011).

1.6.2 Danos oxidativos em lipidios

Os fosfolipidios apresentam uma cabega polar e uma cauda hidrofdbica e sdo muito
sensiveis a oxidacdo. Os danos induzidos por ERO séo capazes de gerar reacbes em cadeia.
Os acidos graxos insaturados contém um ou mais grupos metileno posicionados entre as

duplas ligagOes cis. Esses grupamentos sao altamente reativos em relacdo a agentes
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oxidantes, atuando como doadores de hidrogénios para radicais centrados em carbono, 0s
quais reagem com o oxigénio formando radicais peroxil, cujo destino pode ser a converséo
a hidroperoxidos. Na presenca de complexos metalicos e metaloproteinas, ocorre reducgéo
dos hidroperoxidos de acidos graxos produzindo radicais alcoxil, iniciando uma reacdo em
cadeia responsavel pela producdo de diversos epoxidos, hidroperoxidos e compostos
carbonilados, denominada peroxidacéo lipidica (PL) (Tang et al. 2002; Valko et al. 2004).

O processo de PL se inicia quando ERO abstraem um atomo de hidrogénio do
grupo metileno das cadeias de &cidos graxos poliinsaturados (LH) das membranas ou de
particulas de lipoproteinas, formando o radical lipidico (L"). O radical lipidico (L") é
reativo e pode iniciar a formagéo de novos radicais livres e continuar a cascata de reagoes,
e o hidroperdxido lipidico pode sofrer degradacdo catalisada por metais de transi¢do e
produzir mais radicais reativos, como o radical peroxil (LOO") ou radical alcoxil (LO"). As
sucessivas geragdes de hidroperdxidos e clivagem da cadeia de acido graxo no carbono 3
poderiam produzir hidroperoxialdeido, e a posterior B-cisdo liberaria malondialdeido
(MDA) (Halliwell 2007; Voulgaridou et al. 2011).

O MDA possui a capacidade de se ligar covalentemente a grupos nucleofilicos
presentes em DNA, proteinas e peptideos, causando alteracdes nas fungdes dessas
moléculas. Ja foi visto que o MDA tem acdo mutagénica em bactérias e mamiferos (Tang
et al. 2002) sendo frequentemente utilizado como marcador de peroxidacdo lipidica
(Voulgaridou et al. 2011).

1.7 Principais defesas antioxidantes

Diante da grande diversidade de producdo das ERO, os organismos celulares
desenvolveram um elaborado mecanismo de defesa celular denominado sistema de defesa
antioxidante. O termo antioxidante é utilizado para definir um conjunto de defesas
enzimaticos ou ndo enzimaticos que protegem as macromoléculas ou estruturas celulares
contra os efeitos potencialmente danosos que promovem a oxidagdo (Gutteridge &
Halliwell 2010). Quando o balango oxidativo celular é alterado hd uma resposta inicial e
rapida, resultado da ativacdo de todo um sistema de protecdo pré-existente, bem como a
ativacdo de um mecanismo de traducdo de sinais que levara a ativagdo da resposta
secundaria caracterizada pela sintese de novo de proteinas e moléculas de protecéo celular
(Halliwell 2007; Gutteridge & Halliwell 2010).
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As estratégias de defesa compreendem trés etapas, que sdo: a prevencdo (evitar a
formacgéo de ERO), interceptacdo (neutralizagdo de ERO gerada) e reparagdo (de danos
casionados por ERO). A prevencdo contra a formagdo de ERO é representada, por
exemplo, pelos sistemas de homeostase metalica na prevencdo ao estresse oxidativo. A
interceptacdo pode ser representada pelos sistemas enzimaticos como superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) ou ndo enziméticos como
glutationa (GSH), vitaminas, compostos fenolicos. Estes sistemas tém como finalidade
evitar que as ERO provoquem danos aos componentes celulares. Quando ocorre dano em
nivel de DNA, existem sistemas capazes de repara-lo, como, por exemplo, os sistemas de
reparo de DNA (Friedberg 2007; Halliwell 2008).

A SOD foi a primeira enzima antioxidante descoberta presente tanto em eucariotos
como em procariotos. A SOD é uma metalo-enzima responséavel pela dismutagdo de 20*" a
H.0, e oxigénio, num processo sucessivo de oxidacgdo e reducdo dos metais de transicdo
que compBem seu centro ativo (Figura 7) (Miriyala et al. 2012). H& varias isoenzimas do
tipo SOD, sendo classificadas de acordo com seu grupo prostético, podendo conter zinco,
manganés ou ferro em seus sitios ativos e geralmente sdo responsaveis por compartimentos
celulares distintos (Culotta et al. 2006; Gutteridge & Halliwell 2010; Yuzhalin & Kutikhin
2012). A CuZnSOD é homodimérica, possui Cu*? e Zn*? e esta presente principalmente no
citosol de células eucaritticas, mas também pode ser encontrada nos lisossomos, nucleo,
bem como nos espagos entre as membranas mitocondriais interna e externa (Landis &
Tower 2005; Halliwell 2007). A MnSOD é homotetramérica, contém um fon de Mn*® em

cada uma das suas subunidades e esta localizada primariamente na mitocondria.

. + SOD
20,7+ 2H ——% H0,+04

Figura 7: Reacdo de dismutacéo do O, pela SOD

O perdxido de hidrogénio produzido na dismutacao do superoxido pelas Sods ainda
representa um perigo para os constituintes celulares. A CAT é uma hemoproteina contendo
quatro grupos heme e tem especificidade para H,O,. Quando o H,O, se encontra em altas
concentragfes a CAT age principalmente catalisando a dismutagdo de H,O, em &gua e
oxigénio (Figura 8)(Fridovich 1998; Halliwell 2007). Como a CAT tem o H,O, como

Unico substrato, a sua atividade estd intimamente relacionada com a concentragdo desta
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espécie reativa. A acdo desta enzima envolve oxidacdo divalente do ferro heme (1V),
acompanhada pela reducéo divalente do H,O,. Elas contétm NADPH fortemente ligado, 0
qual pode prevenir a acumulacdo da forma ferro (IV) da enzima, a qual € inativa
(Henriques et al., 2001;(Gutteridge & Halliwell 2010). Em baixas concentra¢des de H,0, a
CAT funciona como uma peroxidase oxidando um composto doador de hidrogénio, como
metanol, etanol ou &cido férmico (Figura 9) (Halliwell 2007). Devido a sua ampla
distribuicdo na natureza, sua alta conservacdo evolucionaria e sua capacidade de
rapidamente degradar o perdxido de hidrogénio, a catalase tem sido apontada como umas
das principais moléculas que durante o processo evolucionario permitiu que 0s organismos

pudessem sobreviver em ambientes aerébicos (Scandalios 2002).

CAT
2HO; —  HO+ Oy

Figura 8: Reacdo de dismutagdo do H,O; pela CAT.

RHg + H202 EAT > ZHEO +R

Figura 9: Reacdo da CAT como peroxidase.
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2 Objetivos
2.1 Objetivo geral

e A proposta desse trabalho é avaliar um possivel efeito antigenotdxico e
antimutagénico do ditelureto de difenila contra peréxido de hidrogénio (H20,),
hidroperdxido de tert-butila (t-BOOH), metil metano sulfonato (MMS) e radiacao

ultravioleta C em fibroblastos de pulmao de hamster Chinés (\V79).

2.2 Objetivos especificos

o Avaliar o efeito citoprotetor do ditelureto de difenila em células V79 pelo

ensaio da enzima lactato desidrogenase (LDH) e ensaio clonogénico.

o Determinar a acdo antigenotdxica do ditelureto de difenila pelo ensaio
cometa alcalino e avaliar bases oxidadas do DNA pelo ensaio cometa modificado,

utilizando as enzimas Endo 11 e Fpg.

. Verificar a acdo antimutagénica do ditelureto de difenila pelo ensaio de

micronucleos com blogueio de citocinese.

. Estabelecer o nivel de peroxidacao lipidica do ditelureto de difenila pelo

ensaio de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS).

. Avaliar a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) no tratamento
com ditelureto de difenila por DCFH-DA.

. Determinar a atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase e
catalase, com a finalidade de entender a modulagéo das defesas celulares pelo
ditelureto de difenila.
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ABSTRACT

The present study evaluated antigenotoxic and antimutagenic properties of
Diphenyl ditelluride (DPDT) against several known mutagens in Chinese hamster lung
fibroblast (\V79). DPDT was not cytotoxic and genotoxic at concentrations ranging from
0.01 to 0.5umol. The pre-treatment for 2h with this organotellurium compound at non-
cytotoxic dose range (0.01, 0.05 and 0.1 umol) increased cell survival after challenge with
hydrogen peroxide (H,O,), t-butyl hydroperoxide (t-BOOH), methyl-methanesulphonate
(MMS), or UV C radiation. In addition, the pre-treatment with DPDT decrease the DNA
damage and oxidized bases induction by the studied genotoxic agents, as verified in the
comet assay and modified comet assay, respectively. The pre-treatment also reduced
micronucleus frequency, revealing the protector effect of DPDT against MMS or UV C
induced mutagenesis. Our results demonstrated that DPDT-treated cells at concentrations
of 0.01, 0.05 and 0.1 umol did not change TBARS levels and ROS generation. However,
the observed increased intensity of ROS foci and increased superoxide dismutase activity
(SOD) following DPDT treatment suggest pro-oxidative effect of this compound. Our
results clearly demonstrate that DPDT at low concentrations presents antigenotoxic and
antimutagenic properties. The probable mechanism of the protection effect could be
induction of adaptive response in V79 cells by the DPDT pre-treatment.

KEYWORDS: diphenyl ditelluride, V79 cells, antigenotoxic, antimutagenic, antioxidant

enzymes
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1. Introduction

It has been shown in the chemical and biochemical fields that organotellurium
compounds are potentially toxic and lethal depending of the dose used (Carvalho et al.
2009). On the other hand, these compounds have been pointed out as promising and useful
alternatives for organic synthesis and pharmaceutical industry (Nogueira et al. 2004;
Degrandi et al. 2010). Consequently, it is essential to advance our knowledge at a
molecular level and understand pharmacological properties of organotellurium compounds,
particularly in view of their toxic potential or antioxidant and antigenotoxic activities
(Avila et al. 2012).

Organotellurium compounds can exhibit potent anti-oxidant activity mediated by
their glutathione peroxidase (GPx) mimetic properties (Ren et al. 2001; Rossato et al.
2002) and/or by their ability to scavenge reactive oxygen species (ROS) and reactive
nitrogen species (RNS) in mammalian models (Briviba et al. 1998). The GPx enzyme
catalyzes the decomposition of potentially toxic hydrogen peroxide and lipid peroxides.
This redox reaction uses the cellular thiol gluthtatione (GSH) as a co-substrate. Thus, in the
presence of substrates the organotellurium compounds can undergo a redox cycle
analogous to that of GPx (Comparsi et al. 2012). Moreover, organotellurium compounds
revealed anti-inflamatory, immunomudulatory, anticancer, hepato- and neuroprotective
properties (Engman et al. 2000; Avila et al. 2010; Sredni 2012).

The diphenyl ditelluride (DPDT) is a solid, simple and stable organotellurium
compound. It is an important and versatile intermediate in organic synthesis. The DPDT in
high doses is extremely toxic in rodents, causing neurotoxic effects in mice after acute or
prolonged exposure and neurodegenerations in rats (Nogueira et al. 2001; Borges et al.

2005; Heimfarth et al. 2012). Indeed, the DPDT can inhibit 3-aminolevulinate acid
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dehydratase (6—ALA-D) (Maciel et al. 2000) and squalene monooxygenase (Laden &
Porter 2001). In contrast to these toxic effects, DPDT increased the levels of 6-ALA-D in
mice blood (Comparsi et al. 2012). Several reports have been indicated that 5—~ALA-D is a
good marker of oxidative stress (Maciel et al. 2000) and reinforce that the organotellurium
toxicity can be related to the interaction of these compounds with thiol groups of important
biomolecules (Nogueira et al. 2004). Furthermore, DPDT inhibited the activity of
important antioxidant selenoproteins in vitro and in vivo in adult mice, such as thioredoxin
redutase (TrxR) (Engman et al. 2003; Comparsi et al. 2012).

On the other hand, Rossato et al (Rossato et al. 2002) reported an antioxidant action
of DPDT by reducing the level of lipid peroxidation induced by some oxidants in rat brain.
Indeed, Brito et al, (Brito et al. 2009) showed that DPDT afforded protection in adult mice
against 4-aminopyridine-induced neurotoxicity and oxidative stress. Moreover, it has been
reported that DPDT at low concentrations (1-4 umol) significantly increased Na+, K+-
ATPase activity in rat brain, suggesting that DPDT could be an antioxidant agent (Borges

et al. 2005).

Data from our laboratory showed cytotoxic, genotoxic and mutagenic properties of
DPDT in Chinese hamster lung fibroblasts (V79 cells) at concentrations above 0.5 umol,
and above 5 umol in strains of yeast Saccharomyces cerevisiae both proficient and

deficient in several DNA repair pathways (Degrandi et al. 2010).

Therefore, the aim of present study was to investigate antigenotoxic and
antimutagenic effects of DPDT at low concentrations. The properties of DPDT were
studied in a permanent lung fibroblast cell line derived from Chinese hamster (V79 cells).

For this purpose, the comet assay and cytokinesis block micronucleus test were used in
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order to evaluate the effect of low DPDT concentrations on the DNA damage induced in
response to several known mutagens. The cytotoxicity and oxidative stress parameters are

also measured in the treated cells.

2. Material and methods

2.1. Chemicals
DPDT (CAS registry number 32294-60-3) was provided by Dr. Antonio Braga,
Federal University of Santa Catarina, Brazil. The chemical purity of DPDT (99.9%) was
determined by gas chromatography/high-performance liquid chromatography. Dulbecco’s
modified Eagle Medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), trypsin-EDTA, L-glutamine,
and antibiotics were purchased from Gibco BRL (Grand Island, NY, USA),
methylmethanesulfonate (MMS), hydrogen peroxide (H,O,), were purchased from Sigma
(St. Louis, MO, USA). Low-melting point agarose and agarose were obtained from
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). Formamidopyrimidine DNA-glycosylase (Fpg) and
endonuclease 111 (Endo I11) were obtained from New England BioLabs (Beverly, MA,
USA). Giemsa stain was bought from Merck (Darmstadt, Germany). 2'7'-
dichlorfluorescein-diacetate (DCFH-DA) from Invitrogen (PoortGebouw, Netherlands) All
others reagents were of analytical grade. The tissue culture flasks (bottles and dishes) were
supplied by TPP (Trasadingen, Switzerland).
2.2. Cell culture and treatments
V79 cells were grown as monolayers under standard conditions in DMEM
supplemented with 10% heat-inactived FBS, 0.2mg/mL L-glutamine, 100 IU/mL

penicillin, and 100 pg/mL streptomycin. Cells were maintained in tissue culture flasks at
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37°C in a humidified atmosphere containing 5% carbon dioxide, and were harvested by
treatment with 0.15% trypsin-0.08% EDTA in phosphate-buffered saline solution (PBS).
Cells were seeded in 5ml of complete medium in a 25cm? flask and grown to 80-90%
confluence prior to the treatment with the test substance. DPDT was dissolved in DMSO
and added to FBS-free medium to reach the different desired concentrations. The final
DMSO concentration in the medium never exceeded 0.2%, and the control group was
exposed to an equivalent concentration of solvent. Cells were treated at low concentrations
of DPDT for 2 h, from 0.01 to 1umol, in DMEM culture without serum and then washed
with PBS at pH 7.4, and submitted to the mutagen treatment.
For oxidative challenge, cells were exposed to 150 or 500 umol H,O, or 200 umol t-
BOOH for 2 h in the dark at 37 °C. For the MMS exposure, cells were incubated with 40
umol MMS for 2 h in the dark at 37 °C. For the UVC exposure, medium was removed after
incubation, and the monolayer was rinsed with PBS at pH 7.4. Each dish received PBS at
pH 7.4, and cells were exposed to a dose of ultraviolet light (254 nm) at a rate of 0.3 J/m?/s
at room temperature. UVC dosimetry was performed in air with Blak-Ray Ultraviolet
Meter (USA) and the irradiation dose was 5 J/m?. Prior to exposure, lids of the dishes were
removed, and the covering solution aspirated from the dishes.
2.3. Cytotoxicity evaluation using a lactate dehydrogenase (LDH) leakage assay

V79 cells (1 x 10° cells/mL) in logarithmic growth phase were seeded in 96-well
plates. After treatment, the fraction of total LDH activity in the supernatant was taken as an
indicator of membrane leakage or cell lysis. CytoTox assay kit (Promega, Madison, W1I)
was used for enzymatic assessment of LDH release, following the manufacturer's
instructions. The percentage of LDH leakage was calculated as follows: % leakage = S +

(S+C) x 100.
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2.4. Colony-forming ability (Clonal survival)

Exponentially growing V79 cells were treated according to the experimental
protocol. Thereafter, they were trypsinized, and 200 cells per 60mm dish were seeded in
triplicate to determine colony-forming ability. After 5-7 days incubation, colonies were
fixed with ethanol, stained with crystal violet (0.1%), counted, and their survival calculated
as a percentage relative to control treatment.

2.5. Comet assay

V79 cells (3 x 10° cells/mL) in logarithmic growth phase were seeded in 6-well
plates. Alkaline comet assay was performed as described (Degrandi et al. 2010) with minor
modifications. V79 cells were pre-treated at low concentrations of DPDT, and exposed to
mutagens. After treatment, cells were washed with ice-cold PBS, trypsinized, and
resuspended in complete medium. Then, 15 pL of cell suspension were mixed with low-
melting point agarose, and immediately spread onto a glass microscope slide pre-coated
with a layer of 1.5% normal melting point agarose. Agarose was allowed to set at 4 °C for
5 min. Slides were incubated in ice-cold lysis solution at 4 °C for at least 1 h to remove
cell proteins, leaving DNA as “nucleoids”. The alkaline comet assay was performed at pH
13. In the modified comet assay, slides were removed from the lysis solution, washed three
times in enzyme buffer and incubated with 60 uL of FPG (45 min 37° C) or Endo 111 (30
min 37° C) solutions. After lysis, slides were placed on a horizontal electrophoresis unit,
covered with fresh buffer for 15 min at 4 °C to allow DNA unwinding and the expression
of alkali-labile sites. Electrophoresis was performed for 20 min at 25 V and 300 mA (0.90
V/cm). Slides were then neutralized (0.4 M Tris, pH 7.5), washed in bi-distilled water, and
stained using a silver nitrate. One hundred cells (100 cells from each of the two replicate
slides) were selected, and analyzed for the concentration of each test substance. Cells were

visually scored according to tail length into five classes: (1) class 0: undamaged, without a
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tail; (2) class 1: with a tail shorter than the diameter of the head (nucleus); (3) class 2: with
a tail length 1-2x the diameter of the head; (4) class 3: with a tail longer than 2x the
diameter of the head and (5) class 4: comets with no heads. A value (damage index) was
assigned to each comet according to its class. Damage index ranged from 0 (completely
undamaged: 100 cells x 0) to 400 (with maximum damage: 100 cells x 4).

2.6. Micronucleus test

The micronucleus assay in binucleated cells was performed according to Bonassi et
al (Thomas & Fenech 2011), with minor modifications. V79 cells (3 x 10° cells/mL) in
logarithmic growth phase were seeded in 6-well plates. V79 cells were incubated with
various DPDT concentrations for 2h in FBS-free medium. Cultures were then washed
twice with medium, and Cyt-B was added to a final concentration of 3ug/mL. As positive
controls, the classical mutagenic agents MMS and UV C were used. Cultures were
harvested 21h after Cyt-B addition. Cells were separated from the bottle by trypsinization,
and the cell suspension was centrifuged at 1000 x g for 5 min. Cells were resuspended in
75 mmol KCI, and maintained at 4°C for 3 min (mild hypotonic treatment). They were
then centrifuged, and a methanol/acetic acid (3:1) solution was slowly added. This fixation
step was repeated twice, and cells were finally resuspended in a small volume of
methanol/acetic acid, dropped on clean slides, and stained with 3% Giemsa (pH6.8) for 5
min. Slides were mounted, and codified prior to microscopic analysis. Micronuclei were
counted in 2000 binucleated cells (BNC) with well-preserved cytoplasm. The identification
of micronuclei was carried out according to Fenech (2007). Nuclear division index (NDI)
was also calculated employing the formula,

NDI = [M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)] / N
Where M1-M4 represents the number of cells with one to four nuclei and N is the total

number of cells scored (excluding necrotic and apoptotic cells).
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2.7. Determination of ROS levels by flow citometry analysis

The levels of intracellular ROS were determined by 2', 7'-dichlorodihydro-
fluorescein diacetate (DCFH-DA). In the presence of an oxidant, DCFH is converted into
the highly fluorescent 2°,7’-dichlorofluorescein. Briefly, 5 x 10* cells/mL were plated in
24-well culture plates, grown overnight and treated with DPDT for 2 h. After that, the cells
were washed twice with PBS and incubated with 10 umol DCFH-DA in PBS at 37°C for
30 min, protected from light. After incubation, cells were washed with PBS, harvested with
trypsin/EDTA and evaluated by flow cytometry. Ten thousand cells were measured for
each experimental condition. Relative ROS production was expressed as the change in
fluorescence of experimental groups compared with that of the appropriate controls
(100%).

2.8. Measurement of lipid peroxidation

Lipid damages were monitored by the formation of thiobarbituric acid reactive
species (TBARS) during an acid-heating reaction, which has been widely adapted as a
sensitive method for lipid peroxidation evaluation. The assays were performed according
to Salgo and Pryor (Salgo & Pryor 1996), with minor modifications. V79 cells (1 x 10’
cells/mL) in logarithmic growth phase were seeded in 25cm? flask. After the treatments,
the cells were washed with cold PBS, scraped and homogenized in ice-cold PBS. Samples
containing 400uL of the cell lysates were combined with 600uL of 15% trichloroacetic
acid (TCA) and 0,67% thiobarbituric acid (TBA). The mixture was heated at 100°C for 20
min. After cooling to room temperature, the samples were centrifuged at 4000 rpm for 10
min, the supernatant fraction was isolated and the absorbance was measured at 532 nm.
Hydrolyzed 1,1,3,3-tetramethoxypropan (TMP) was used as the standard and results are

expressed as MDA equivalents.
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2.9. Superoxide dismutase (SOD)

SOD activity was spectrophotometrically determined in the samples by measuring
the inhibition of self-catalytic adrenochrome formation rate at 480nm in a reaction medium
containing Immol/L adrenaline (pH 2.0) and 50mmol/L glycine (pH 10.2). This reaction
was performed at 30°C for 3 minutes (Bannister & Calabrese 1987). Results were
expressed in units of SOD.

2.10. Catalase (CAT)

The CAT activity assay was performed according to the method described by Aebi
(Aebi 1984), by determining hydrogen peroxide decomposition rate at 240nm. Results
were expressed as mmol of H,O, decomposed/min.

2.11. Statistical analysis

The data were obtained in three independent experiments in duplicate, and the
results are expressed as mean + SEM. Data were analyzed by one-way analysis of
variance (ANOVA), followed by test of Tukey at p<0.05, which was considered as

statistically significant.

3. Results

3.1. DPDT range finder study
The viability of DPDT-treated cells was assessed by monitoring of LDH leakage,
which is an indicator of plasma membrane damage. It can be seen in Figure 1A that at
concentration range of 0.01-0.5 umol the DPDT treatment was not cytotoxic. In contrast, a
concentration of 1 pumol DPDT significantly decrease cell survival. In addition, the

treatment with DPDT at non-cytotoxic concentrations was unable to induce DNA strand
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breaks, as showed by the results of standard comet assay (Fig. 3A). Therefore, we decided
to use 0.01-1.0 pumol concentration range in all subsequent experiments.
3.2. Cytotoxicity evaluation and clonal survival

The ability of non-toxic concentrations of DPDT to reduce the H,O, toxicity was
measured in the LDH leakage assay and by clonal survival. Figure 1B shows that the
cytotoxicity of 150 umol H,O, treatment (26% survival), was significantly suppressed by
DPDT at concentrations from 0.01 to 0.1 umol. As can be seen in Figure 2B, the exposure
at 150 umol H,0; decreased the clonal survival in 57% when compared to the negative
control. However, when cells were pre-treated with DPDT prior exposure to hydrogen
peroxide, the clonal survival was maintained between 70 and 84%, at doses 0.01, 0.05 and
0.1umol of DPDT, showing protective effect against toxicity generated by H,0,.

The pre-treatment with DPDT at concentrations from 0.01 to 0.1 pmol decreased
the leakage of LDH in V79 cells after 200 umol t-BOOH oxidative challenge (32%
survival) (Fig. 1C), indicating an increase in cell viability in a dose-dependant manner. The
Figure 2C shows that the pre-treatment at doses 0.05 and 0.1umol of DPDT prevented the
cell death and increased the clonal survival two times in comparison with this of cells
exposed to 200 umol t-BOOH alone.

The effect of non-toxic concentrations of DPDT against MMS cytotoxicity, as
measured in the LDH leakage assay, was evaluated. Figure 1D shows that the pre-
treatment with DPDT at concentrations 0.05 and 0.1 umol decreased the cytotoxicity
generated by MMS and increased cell viability in 35% at dose 0.1 umol (p<0.001) when
compared to the positive control (Fig. 1D). As can be seen on Figure 2D, the MMS
decreased the clonal survival in 59% when compared to the negative control, however, the

pre-treatment with DPDT decreased the toxicity generated by 40 pmol MMS. The
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observed decrease in genotoxicity was statistically significant at concentration of 0.1 pumol
DPDT (p<0.05).

As can be seen on Figure 1E, the exposure to 5 J/m* UV C was highly cytotoxic, as
measured in LDH leakage assay (12% survival, p<0.001) when compared to the negative
control. The exposure of cells to UV C leads to a significant decrease in clonal survival
(7% survival) (Fig. 2E), however, pre-treatment with DPDT at concentrations from 0.01 to
0.1 umol decreased cytotoxicity induced by UV C (Fig. 2E).

3.3. Antigenotoxic effects

In order to verify any possible DPDT antigenotoxic effect, we tested DPDT action
against oxidative agents H,O, or t-BOOH (Figure 3B and 3C respectively). When the cells
were pre-treated with DPDT at concentrations from 0.01 to 0.1 pumol prior exposure to the
genotoxic agents, DNA damage and oxidative damage were significantly reduced, as
verified by DI (p<0.05) (Fig. 3B and 3C) and (ODS) (p<0.05) (Fig. 4B and 4C).

The effect of DPDT pre-treatment on genotoxicity generated by 40 umol MMS or 5
JIm? UV C show that DPDT afforded best protection at concentration 0.1 pmol (p<0.001),
reducing DI (p<0.001) (Fig. 3D and 3E) and ODS (p<0.05) (Fig. 4D and 4E) induced by
MMS or UV C respectively.

We also performed co- and pos-treatment with DPDT against the studied mutagens,
however, only slight or no protective effect at the concentration range used was observed
(data not shown). Moreover, when we performed co-treatment with DPDT, at
concentration 0.5 and 1.0 umol, increased DNA damage and formation of oxidized bases
was observed, suggesting synergistic action (data not shown).

3.4. Antimutagenic evaluation
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As can be seen in Figure 5A, the DPDT did not induce micronuclei at dose range
0.01 to 0.1 umol. The doses 0.5 and 1 umol of DPDT increased the micronucleus
frequency, three and four times, respectively, when compared to the negative control (Fig.
5A). Therefore, for the evaluation of the antimutagenic effects of DPDT, we decided to use
only these concentrations of DPDT (0.01, 0.05 and 0.1 umol). The Figures 5B and 5C
show that MMS and UV C induced micronucleus formation and decrease cell proliferation
(Fig. 6A). However, the pre-treatment with DPDT decreased micronucleus frequency in all
tested doses (Fig. 5B and 5C) and increased the cell proliferation, assessed by NDI (Fig.
6A and 6B) following treatment with both tested mutagens. Thus, DPDT afforded
protection against both mutagen agents (MMS and UV C), suggesting antimutagenic
effects.

3.5. Evaluation ROS

ROS generation in the exposed samples was expressed as a percentage of the
control group. Figure 7A shows the image of flow cytometric analysis of ROS generation.
As can be seen on Figure 7B, the exposure to 400 umol H,O, increased ROS generation to
45% when compared to the negative control. After 2h incubation with DPDT, only
concentrations of 0.5 and 1 umol increased ROS generation (Fig. 7B). However, all tested
DPDT concentrations increased fluorescence intensity, shifting to the right on the linear x-
axis of the representative histograms (Fig. 7A and 7C).

3.6. Lipid peroxidation — TBARS

TBARS levels increased significantly in V79 cells treated with concentrations of
0.5 (p<0.001) and 1.0 umol DPDT (p<0.001). The DPDT-treated cells at concentrations of

0.01, 0.05 and 0.1 umol did not change TBARS levels (Table 1).
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3.7. Enzymatic antioxidant defenses

We also investigate enzymatic antioxidant defenses by measuring SOD and CAT in
presence of low DPDT concentrations. Table 1 shows that DPDT at all tested
concentration increase SOD activity when compared to the control group. In contrast, CAT
activity was markedly reduced at concentration ranging from 0.01 to 0.5 umol DPDT
(Table 1). These results indicate that the antioxidant defenses were altered by DPDT

treatment in V79 cells.

4. Discussion

Tellurium compounds can have contrasting behavior, which depends on the
concentration used. DPDT at low concentrations may have antioxidant effects (Rossato et
al. 2002), whereas in high concentrations it can be genotoxic and mutagenic (Degrandi et
al. 2010). In this study, we used V79 cells to investigate the antigenotoxic and
antimutagenic effects of DPDT. We established that low DPDT concentrations, up to 1.0
umol, are not cytotoxic (Fig. 1A) and genotoxic (Fig. 3A) in the studied model, as verified
by LDH leakage assay and alkaline comet assay, respectively. This is the first study of this
organotellurium compound showing its chemopreventive potential against several classical
mutagens.

DPDT at low concentrations confers protection against H,O, or t-BOOH oxidative
agents. This organotellurium compound was able to reduce toxicity generated by both
oxidative mutagens, increasing the cell viability two times when compared to the positive
control. Furthermore, when we perform the pre-treatment with low DPDT concentrations,
the oxidative damage generated by both oxidative mutagens was evidently reduced.

Notably, the concentration 0.1 umol of DPDT was more effective, reducing DNA damage
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over 50% when compared to the positive control (Fig. 3B and 3C). Reinforcing these
results, pre-treatment with DPDT at concentration from 0.01 to 0.1 umol led to decreased
oxidative damage by reducing the number of FPG- and ENDO Ill-sensitive sites. This
effect most likely occurred by reducing the formation of oxidized bases over 50% when
compared to the positive control (Fig. 4B and 4C). However, the increased DNA damage
and formation of oxidized bases during the co-treatment with DPDT against H,0O,, t-
BOOH and UV C, at concentration 0.5 and 1.0 umol, suggest synergistic action (data not
shown).

Relatively little is known about the effect of DPDT on the DNA damage induced by
ROS in mammalian cells. The reason for the observed protection by DPDT at low doses is
not obvious, but it could reside in pro-oxidant effect.

Pro-oxidant properties are defined for chemicals that induce oxidative stress,
usually through the formation of reactive species or inhibiting antioxidant systems
(Halliwell 2008; Carocho & Ferreira 2012). Halliwell (Halliwell 2008) postulated that pro-
oxidant effect can be beneficial, since the imposition of a mild degree of oxidative stress
might raise the levels of antioxidant defenses and xenobiotic-metabolizing enzymes,
leading to overall cytoprotection. Prochazkovéa (Prochazkova et al. 2011) hypothesizes that
pro-oxidants can have cell signaling properties which are essential to life, once again
attributing a useful role to them. In order to investigate this hypothesis, we measured the
extent of lipid peroxidation in DPDT-treated mammalian cells. The occurrence of an
increase in TBARS levels above concentration of 0.1 umol DPDT (Table 1), suggests that
ROS play an important role in DPDT cytotoxicity in V79 cells. In accordance with these

results, we observed that treatment with DPDT at concentrations from 0.01 to 0.1 umol did

not increased ROS generation; whereas, concentrations at 0.5 and 1.0 umol increased ROS
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generation, assayed by means of DCF-DA dye fluorescence (Fig. 7B). However, DPDT-
treatment increased the fluorescence intensity of ROS foci at all concentrations used (Fig.
7A). Reinforcing these results, when we evaluated the enzymatic antioxidant defenses,
DPDT-treatment at all concentrations caused an increased in SOD activity in V79 cells
(Table 1). Moreover, this organotellurium compound inhibited CAT activity (Table 1).
These results are in agreement with Pinton et al. (Pinton et al. 2010), who reported that
dose of 0.3 umol/kg and 0.6 umol/kg DPDT, increased SOD activity in lung of rats.
Moreover, Comparsi et al.(Comparsi et al. 2012) reported that DPDT decreased CAT
activity in rat brain, however, did not alter such activity in rat liver. Previous studies
reported that inhibition of SOD activity could be result from the enzyme inactivation by
oxidant agents (Anbarasi et al. 2006; Pinton et al. 2010). The increase of SOD activity in
our study could be a result of adaptive response to the pro-oxidant effect of DPDT. This
organotellurium is an electrophilic compound, which can suffer thiol nucleophilic attack in
the tellurium atom conferring pro-oxidant propriety (Rigobello et al. 2011; Comparsi et al.
2012).

Various studies have established that free oxygen radicals can induce activation of
numerous signaling proteins, including Tyrosine Kinase Receptor, MAPKs and
transcription factors (Boonstra & Post 2004). Avila et al. (Avila et al. 2012) reported that
an organotellurium compound diethyl-2-phenyl-2-tellurophenyl vinyl phosphonate caused
DAF-16 translocation from the cytosol to the nucleus in C. elegans. This finding indicates
that organotellurium compounds can modulate this pathway, inducing the production of
enzymatic antioxidants that are dependent upon DAF-16, such as SOD and glutathione
peroxidase. So, the increased oxidative stress resistance induced by DPDT pre-treatment in

our study may depends on activation of transcription factors.
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The present study also evaluated the performance of DPDT against mutagenic
agents. MMS has been used as an experimental model compound for several decades to
elucidate the toxicity mechanisms of alkylating agents relative to mutagenesis. There are
numerous reports of GSH rapid depletion by alkylating agents in mammalian cells, thereby
generating oxidative stress (Liu et al. 2005; Rosa et al. 2007a). UVC-radiation can directly
or indirectly damage DNA via production of free radicals and ROS, which can damage
DNA molecules (Rosa et al. 2007b). We found in this study that pre-treatment with DPDT
resulted in survival improvement and DNA damage reduction following MMS or UV C-
induced oxidative stress. Furthermore, the pre-treatment with DPDT increased the cell
proliferation for both mutagenic agents and reduced micronucleus frequency in 50% in
relation to the mutagen treatment alone, suggesting an antimutagenic effect. The protection
effects afforded by DPDT may be explained by it’s GPx mimetic activity (Hassan et al.
2009). Another possible mechanism is the protection against MMS by reducing its DNA
alkylating ability. Indeed, DPDT could modulate transcription factors with
chemopreventive activity, similarly to that shown for another organotellurium compound
(Murakami et al. 2008), modulating the expression of numerous antioxidant and anti-
inflammatory genes and enzymes that can decrease or inhibit the effects of carcinogens.
Moreover, our results are consistent with those reported in the literature, which show that
some organotellurium compounds exhibit protective potential at low concentrations (Avila
et al. 2010; Avila et al. 2012).

In summary, the data obtained in the present study showed that pre-treatment with
low concentrations of DPDT protects against H,O,, t-BOOH, MMS and UVC-induced
cytotoxicity, DNA damage and mutagenesis. This is the first report demonstrating that

DPDT pre-treatment can stimulate an adaptive response preventing V79 cells from
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subsequent genotoxic challenge. Thus, the investigation of antimutagenic potential of
DPDT and its structural derivatives may help to develop novel and more efficient

chemopreventive strategies.
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LEGENDS FOR FIGURES

Fig.1. Results are expressed as mean +SD, n=6. The symbol * represents p<0.05, and **
represents p<0.001, as tested by one way ANOVA (Tukey test): DPDT pre-treated cells

were compared to cells only exposed to mutagens.

Fig.2. Clonogenic survival of V79 cells pretreated with non-cytotoxic doses of DPDT for
2h in medium without FBS, and challenged with mutagen for 2 at 37°C in the dark. Results
are expressed as mean +SD, n=5. The symbol * represents p<0.05, and ** represents
p<0.001, as tested by one way ANOVA (Tukey test): DPDT pretreated cells were

compared to cells only exposed to mutagens.

Fig. 3. DPDT pre-treatments were compared to cells only exposed to mutagen. Solvent
was used as a negative control. Data are expressed as means + SDs, n = 5. The symbols *
represents p<0.05, and ** represents p<0.001, as tested by one way ANOVA (Tukey test).

Fig. 4. DPDT pre-treatments were compared to cells only exposed to mutagen as evaluated
by a modified comet assay using FPG (clear bars) and Endo 11l (black bars) enzymes. The
oxidative damage score was calculated as the difference between the score obtained after
incubation with the respective enzyme or with the enzyme buffer. Solvent was used as a
negative control. Data are expressed as means + SDs, n = 5. The symbols * represents
p<0.05, and ** represents p<0.001, as tested by one way ANOVA (Tukey test).

Fig. 5. A Micronuclei induction in V79 cells by 2-h DPDT treatment. B.C DPDT
pretreated cells were compared to cells only exposed to mutagens MMS (40 umol) or UV
C 5J/m>. Results are expressed as mean + SD, n=3. The symbol ** represents p<0.01, and
*** represents p<0.001, as tested by one way ANOVA (Tukey test).

Fig. 6. Effect of treatment with non-mutagenic doses of DPDT on the cell proliferation
measured by NDI for 2h in medium without FBS, and challenged with MMS (40 umol) or
UV C 5J/m?. Results are expressed as mean + SD, n=3. The symbol * represents p<0.05,
and ** represents p<0.001, as tested by one way ANOVA (Tukey test): DPDT pretreated

cells were compared to cells only exposed to mutagens.

55



Fig. 7. Flow cytometry analysis of ROS generation induced by DPDT at the indicated
concentrations for 2 h in V79 cells. A Increased ROS production after treatment with
DPDT evidenced by the cells shift to the right on the linear x-axis of the representative
histograms. B ROS production induced by DPDT. C Fluorescence intensity of ROS.
Solvent was used as a negative control. Data are expressed as mean + SD, n = 8.
Significantly different in relation to the negative control or in relation to the treatment at
the same DPDT concentration, *P , 0.05, **P, 0.01 and ***P , 0.001 by one-way analysis

of variance with Tukey’s Multiple Comparison Test.
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Table 1: Influence of 2h DPDT treatment at lower concentrations on enzymatic activities

in V79 cells.
SOD activity CAT activity TBARS
Concentration (U SOD/mg protein) (umol H,0,/mg (nmol MDA/
protein min) mg protein)
0 pmol 3+1,84 6,45 + 1,49 1,2 +0,04
0.01 pumol 33,91+ 1,11*** 2,09 +1,14** 1,45+ 0,27
0.05 umol 39 + 1,89*** 2,56 + 1,22** 0,7+£0,04
0.1 umol 45 + 2 32%** 2,56 +1,8* 0,65+0,21
0.5 umol 90,16 + 2,92%** 2,98 +0,8* 3,6+ 0,04%**
1 pumol 111,01 + 11,25%** 519+38 4,9 +0,22%%*
H,0, - 500 pmol - - 6,6 + 1,4%**

Table 1: Influence of DPDT pre-treatment at lower concentrations during 2h in medium
without FBS on enzymatic activities in V79 cells. The symbol *represents p<0.05,
**represents p<0.01 and ***represents p<0.001, as tested by one way ANOVA (Tukey

test): DPDT treatments were compared to negative control.

63



7. DISCUSSAO

O elemento Teldrio vem sendo estudado desde sua descoberta em 1840,
principalmente para a sintese e biocatalise de produtos industriais (Rezanka & Sigler
2008). No século XX foi o grande auge desse elemento traco, em razdo da descoberta de
novas atividades bioldgicas como: imunomoduladora, antitumoral, antiviral e antioxidante
(revisado por Chasteen et al. 2009; Sredni 2012).

Os compostos derivados de tellrio, tanto nas suas formas orgéanicas quanto
inorganicas, apresentaram toxicidade em ratos, camundongos e diversas linhagens de
células in vitro em concentracGes menores que compostos organoselenados. No entanto, o0s
compostos organotelurados apresentam maior atividade antioxidante em faixas estreitas de
concentracdes bem menores (na ordem de micromol/nanomol) em comparagdo com seus
derivados de selénio. Isto mostra que compostos derivados de telUrio possuem efeitos
bioldgicos distintos em funcdo de sua concentracdo ou dose (Nogueira et al. 2004; Cunha
et al. 2009). Resultados do nosso grupo mostraram que o composto DTDF em altas
concentracdes apresenta citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade (Degrandi et al.,
2010). Entretanto, outros trabalhos relataram que o DTDF pode apresentar atividade
antioxidante em baixas concentracdes (Rossato et al. 2002; Borges et al. 2005; Brito et al.
2009; Avila et al. 2012).

Nesse trabalho, foram avaliados os efeitos antigenotdxico e antimutagénico do
DTDF em células V79. Um dos primeiros desafios na busca de novos efeitos biolégicos
para moléculas com potencial farmacodinamico é delinear o intervalo de dose tdxica e a
distdncia, em termos de concentracdo, para a faixa com possibilidade de encontrarem-se
atividades farmacoldgicas interessantes. Nas condicdes experimentais utilizadas,
concentragfes acima de 1.0 umol de DTDF sdo citotdxicas e genotoxicas, enquanto que a
zona de seguranga encontra-se abaixo de 0.5 pmol.

O H,0, e t-BOOH sdo dois mutagenos classicos, capazes de produzir o radical
hidroxil e, consequentemente, oxidar bases e causar quebras na fita de DNA (Slupphaug et
al. 2003). Apos o pré-tratamento com o DTDF, as lesfes induzidas ao DNA pelos agentes
oxidantes reduziram e consequentemente a sobrevivéncia da populacdo celular aumentou

mais de duas vezes nas concentracbes de 0,01, 0,05 e 0,1 umol. Notavelmente, a
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concentracdo de 0,1 umol do DTDF foi mais efetiva, reduzindo em mais de 50% os danos
no DNA e aumentando a viabilidade celular na mesma propor¢do em comparagdo com
ambos mutdgenos oxidantes. Reforgcando esses resultados, o pré-tratemento com o DTDF
diminui os danos oxidativos pela redu¢do no numero de purinas e pirimidinas oxidadas,
determinado pelo ensaio cometa modificado. Esses resultados estdo de acordo com Rossato
e colaboradores (2002) e Brito e colaboradores (2009) que relataram a protecdo conferida
pelo DTDF em condigOes de estresse oxidativo contra diferentes agentes oxidantes em
ratos.

Comparando o efeito protetor do DTDF na concentragdo de 0,1 pumol com o
disseleneto de difenila (12,5 umol) no mesmo modelo de estudo e sob as mesmas
condigdes (Rosa et al. 2007b), foi confirmado que compostos organotelurados podem
apresentar efeito protetor tdo significante quanto organoselenados. No caso do DTDF, a
concentracdo protetora € 125 vezes menor que a do disseleneto de difenila, o que torna esse
composto um bom candidato para futuros estudos com aplicagéo terapéutica.

Como pode ser observado no anexo 1 e 2, o co-tratamento com DTDF apresentou
efeito protetor em células V79, porém ndo diminuiu a formacdo de bases oxidadas no DNA
como esperado. Ainda mais, 0s danos de origem oxidativa aumentaram, sugerindo um
efeito sinergistico. Degrandi e colaboradores (2010) relataram que o DTDF causa danos
oxidativos em células V79, possivelmente por aumentar os niveis intracelular de ROS. Ja
Pinton e colaboradores (2011) relataram que o DTDF apresenta acdo pro-oxidante em
pulmdo de ratos. Esses trabalhos estdo em acordo com 0s nossos resultados, sugerindo que
o DTDF tem ag&o pro-oxidante. No caso do co-tratamento com DPDF, as células ndo tém
tempo suficiente para aumentar suas defesas antioxidantes, o que acontece durante o pré-
tratamento, acarretando um aumento dos danos oxidativos induzidos pelos agentes
genotoxicos testados. Reforcando a hipotese de acdo pré-oxidante, o pds-tratamento com
DTDF (anexo 3 e 4) ndo conferiu protecdo contra nenhum dos mutagenos testados, porém,
induziu um aumento no nimero de purinas e pirimidinas oxidadas.

O MMS € um agente alquilante eletrofilico capaz de reagir com uma série de sitios
nucleofilicos na molécula de DNA. Em termos de potencial eletrostatico negativo, 0s
atomos de nitrogénio da posicdo 7 da guanina, o oxigénio na posicdo 6 da guanina e o
nitrogénio em posi¢do 3 da adenina representam os sitios preferenciais de metilacdo,

principalmente quando localizados na fenda maior da dupla hélice (Wyatt & Pittman
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2006). Estima-se que o0 MMS realiza uma substituicdo nucleofilica bimolecular e diversos
mecanismos de reparacdo estdao envolvidos na restauragdo da integridade da estrutura do
DNA e preservacdo da informacdo gendmica (Kaina 2003; Wyatt & Pittman 2006).
Existem evidéncias mostrando a reducdo do conteudo de GSH intracelular como
consequéncia a uma tentativa de impedir a acdo do MMS (Tirmenstein et al. 2000; Zhang
et al. 2001; Rosa et al. 2006). Nesse sentido, a deplecdo de GSH conduziria a um estado de
estresse oxidativo e quebras de DNA de procedéncia ligada as lesdes oxidativas.

Ap0s o pré-tratamento com o DTDF, pode-se perceber a neutralizacdo dos efeitos
do MMS em células V79, em termos de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenecidade,
reduzindo a frequéncia de MN em 50 %. Até o presente momento, ndo existe nenhum dado
a respeito do efeito modulatério de compostos organotelurados na acdo de agentes
alquilantes de DNA. O composto em estudo nesse trabalho previne as les6es induzidas por
MMS ao DNA, semelhante ao efeito protetor do seu analogo de selénio (disseleneto de
difenila) em células V79 (Rosa et al. 2007b).

Os experimentos empregando radiacdo ultravioleta (UVC) forneceram, além do
auxilio no entendimento do efeito protetor do DTDF, informacéo interessante do ponto de
vista quimiopreventivo. De fato, a radiacdo nessa regido espectral é responsavel por
inimeros efeitos bioldgicos na pele e a super-exposicdo a esse agente fisico esta
diretamente correlacionada ao desenvolvimento de queimaduras, hiperpigmentacéo,
edema, hiperplasia, imunosupressdo, envelhecimento precoce, fototoxicidade e
principalmente cancer de pele. Esses eventos estdo associados, ao menos em parte, com a
ocorréncia de estresse oxidativo (Krause et al. 2006; Psotova et al. 2006).

A radiagdo UVC pode danificar o DNA diretamente, causando grandes distorgoes
na estrutura da hélice. As lesbes mais frequentes induzidas nessa situacdo sao os dimeros
de pirimidina cis-ciclobutano, formados entre as ligacdes 5 e 6 de bases pirimidicas
adjacentes, principalmente as timinas e os fotoprodutos 6-4, caracterizados por uma
ligacdo estavel entre as posicdes 6 e 4 de duas pirimidinas vizinhas; dimeros de purinas e
monoadutos de pirimidinas (Pfeifer et al. 2005; Nakabeppu et al. 2006). Indiretamente,
radicais livres e seus produtos de peroxidacdo sdo responsaveis pelo ataque oxidativo as
cadeias de DNA, embora esse efeito indireto ainda seja um pouco controverso em relacéo a
radiacdo UVC (Bruge et al. 2003; Pustisek & Situm 2011). Conforme esperado, 0 pre-

tratamento com o DTDF conferiu um efeito quimiopreventivo, reduzindo a genotoxicidade
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gerada pela radiacdo UVC e reduzindo a frequéncia de MN. Esse efeito protetor do DTDF
contra MMS e radiacdo UV C pode ser explicado em parte pela atividade mimética de GPx
(Hassan et al. 2009). Outro possivel mecanismo de protecdo contra a acdo mutagénica do
MMS pode ser reducéo da habilidade de alquilar o DNA. Ainda, O DTDF poderia modular
fatores de transcricdo com atividade quimiopreventiva, semelhante a que foi demonstrada
pelo composto organotelurado dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato (Avila et al. 2012),
modulando a expressdo de numerosos genes antioxidantes e anti-inflamatérios, que podem
diminuir ou inibir o efeito de carcinégenos. Além disso, 0s nossos resultados séo
consistentes com aqueles relatados na literatura, mostrando que alguns compostos
organotelurados tais como o diaril ditelureto, dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato e
teluretos arilicos apresentam potencial protetor em baixas concentracGes (Rossato et al.,
2002; Borges et al. 2005; Brito et al. 2009; Avila et al. 2012).

Pouco se sabe sobre os efeitos do DTDF na indugdo de danos no DNA por ROS em
células de mamiferos. A protecdo observada no pré-tratamento com DTDF em baixas
concentracdes e o efeito sinérgico em co-tratamento com mutdgenos conhecidos ndo €
Obvia, mas provavelmente reside em um efeito pro-oxidante. Propriedades pré-oxidantes
sdo definidas para os produtos quimicos que induzem estresse oxidativo, normalmente
através da formacdo de espécies reativas ou inibicdo de sistemas antioxidantes (Halliwell,
2008; Carocho et al. 2012). Halliwell (2008) postulou que o efeito pré-oxidante pode ser
benéfico, uma vez que um nivel baixo de estresse oxidativo pode elevar os niveis das
defesas antioxidantes e enzimas que metabolizam Xxenobidticos, levando a uma
citoprotecdo. Prochazkova (2011) sugeriu que pro-oxidantes podem ter propriedades de
sinalizacdo celular, que sdo essenciais para a vida, mais uma vez atribuindo um papel dtil
para eles.

Com o objetivo de aumentar o conhecimento a respeito do mecanismo do efeito
protetor do DTDF, foram investigados a formacdo de espécies reativas de oxigénio e
peroxidacgdo lipidica em células V79. Como pode ser observado na Figura 7B (Capitulo 1),
o tratamento com o DTDF nas concentracdes de 0,01, 0,05 e 0,1 umol ndo aumentou
significativamente os niveis de ROS, porém, nas duas maiores concentracfes testadas, foi
detectado aumento nos niveis de ROS. Além disso, este tratamento aumentou
significativamente a intensidade dos foci de ROS em todas as concetragdes testadas
(Figura 7C, Capitulo 1). Reforcando estes resultados, quando foi determinado o grau de
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peroxidacao lipidica em células V79 tratadas com o DTDF, verificou-se um aumento nos
niveis de TBARS em concentracdes maiores que 0,1 umol, sugerindo que ROS tem um
papel importante na citotoxicidade do DTDF em células VV79. Para entender melhor estes
resultados, foram avaliadas as defesas antioxidantes enzimaticas. O tratamento com o
DTDF em todas as concentracbes aumentou a atividade da enzima SOD, porém, esse
composto organotelurado inibiu a atividade de CAT em células V79 (Tabela 1, Capitulo I).

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que o efeito protetor do DTDF é
devido a acdo pré-oxidante. O aumento da atividade de SOD, acompanhado por inibi¢do
da atividade de CAT gera desequilibrio em defesas antioxidantes da célula. Estes
resultados estdo de acordo com Pinton e colaboradores (2010) que demontraram aumento
da atividade de SOD em pulméo de ratos apds tratamento com DTDF em doses de 0.3
umol/kg e 0,6 umol/kg. Além disso, Comparsi e colaboradores (2012) relataram que o
DTDF diminuiu a atividade de CAT em cérebro de ratos, no entanto, ndo alterou a
atividade da enzima em figado de ratos. Estudos prévios mostraram que a inibicdo da
atividade de SOD poderia ser resultado da inativacdo dessa enzima por agentes oxidantes
(Rigobello et al. 2011; Anbarasi et al. 2006). Por outro lado, o aumento da atividade de
SOD em nosso estudo poderia ser resultado de uma resposta adaptativa ao efeito pro-
oxidante do DTDF. Esse organotelurado é um composto eletrofilico, que pode sofrer
ataque nucleofilico tiol no atomo de teldrio, conferindo propriedade pré-oxidante
(Rigobello et al. 2011; Comparsi et al. 2012).

Varios estudos tém demonstrado que os radicais livres de oxigénio podem induzir a
ativacdo de numerosas proteinas de sinalizacdo, incluindo as do Receptor Tirosina Kinase,
MAPKSs e fatores de transcricdo (Boonstra & Post 2011). Avila e colaboradores (2012)
mostraram que o composto organotelurado dietil-2-fenil-2-telurofenil vinilfosfonato causa
a translocacdo de DAF-16 do citosol para o nucleo em C. elegans. Esse achado indica que
compostos organotelurados podem modular essa via, induzindo a producéo de defesas
antioxidantes enzimaticas, como SOD e glutationa peroxidase. Neste cenario, é possivel
que a resisténcia ao estresse oxidativo induzido pelo pré-tratamento com o DTDF em
nossos estudos poderia depender da ativagédo de fatores de transcrigéo.

Tendo em vista o efeito antioxidante do DTDF em baixas concentragdes, foi
verificado o efeito protetor deste composto em relagdo a danos induzidos por DOX,

visando uma possivel aplicagdo clinica. O pré-tratamento com este composto
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organotelurado diminui os niveis de ROS gerados pela DOX em linhagens de fibroblasto
humano (MRC5) e de hamster (V79) (anexo 5). Além disso, o pré-tratamento com o DTDF
reduziu a toxicidade gerada pela DOX (anexo 6), diminuindo os danos ao DNA e 0 nimero
de bases oxidadas (Anexo 7 e 8). A reducdo da geracdo de ROS, apds tratamento com
DOX pode ser explicada por aumento nas defesas antioxidantes em uma resposta
adaptativa a acdo pro-oxidante do DTDF.

Em resumo, os dados obtidos no presente estudo mostraram que o pré-tratamento
com baixas concentracdes de DTDF protege contra citotoxicidade, danos no DNA e
mutagénese induzida por H,O,, t-BOOH, MMS e UVC. Este é o primeiro relato
demonstrando que o pré-tratamento com o DTDF pode estimular uma resposta adaptativa
por acdo pré-oxidante, prevenindo inducdo de lesdes apds um desafio genotoxico posterior.
Assim, a investigacdo do potencial antimutagénico do DTDF e seus derivados estruturais

pode ajudar a desenvolver novas e mais eficientes estratégias quimiopreventivas.
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5 CONCLUSOES
5.1 Concluséo geral

Esse trabalho € o primeiro relato demonstrando que o pré-tratamento com o DTDF
em baixas concentracbes pode estimular uma resposta adaptativa em células V79,
possivelmente pela sua agdo pro-oxidante. A resposta adaptativa induzida pelo DPDF
protege as células V79 de um desafio posterior com diversos mutagenos classicos,

aumentando sobrevivéncia e diminuindo os efeitos genotoxicos.

5.2 Conclusdes especificas

1. O pré-tratamento com 0 DTDF em baixas concentracdes aumenta a viabilidade
celular e reduz os danos ao DNA e o nimero de bases oxidadas contra todos
mutagenos testados nesse trabalho, evidenciando um potencial citoprotetor e

antigenotdxico.

2. O pré-tratamento com DTDF nas concentragdes de 0,01, 0,05 e 0,1 umol
confere um efeito quimioprotetor contra os efeitos mutagénicos do MMS e
radiacdo UVC.

3. O tratamento das células V79 com o DTDF em todas as concentracdes aumenta
a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) e inibe a atividade da

catalase.

4. O trataments das células V79 com as concentragdes de 0,01, 0,05 e 0,1 umol do
DTDF ndo aumentam a geracdo de ROS e a peroxidacdo lipidica, porém

aumenta a intensidade das foci de ROS formadas.

5. O pré-tratamento com DTDF diminui a geracdo de ROS e citotoxicidade gerada
pela DOX.
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6 Perspectivas

Seria importante para o seguimento do trabalho, complementacdo dos resultados e

progresso do conhecimento a respeito dos mecanismos moleculares das atividades

bioldgicas do ditelureto de difenila, com as seguintes abordagens experimentais:

1.

4.

Para correlagdo com o efeito pré-oxidante serd necessario a determinacdo do

contetdo de GSH, atividade da enzima GPx.

Investigar o papel da acdo pré-oxidante do DTDF na indugdo de apoptose em
linhagens celulares normais e tumorais (leucemia linfocitica Jurkat-E6; leucemia
promielocitica HL-60; hepatoma humano HepG2; glioma murino C6;
adenocarcinoma de mama humano MCF-7; adenocarcinoma de célon humano
Caco-2 ou HT-29).

Avaliar o efeito protetor do DTDF contra a toxicidade gerada pela DOX e analisar
o ciclo celular e morte celular por apoptose e necrose por citometria de fluxo em
linhagens celulares proficientes e deficiente em NER (V79, MRC5 e XPD).

Avaliar o efeito protetor do DTDF contra a toxicidade gerada pela DOX pelo
ensaio de micronlcleos com analise do citoma celular (pontes nucleoplasicas,
brotos, apoptose, necrose, MN) em linhagens celulares proficientes e deficientes
em NER (V79, MRC5 e XPD).
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8 Anexos

Anexo 1 — Dados suplementares
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DPDT co-treatments were compared to cells only exposed to mutagen. Solvent was used as
a negative control. Data are expressed as means + SDs, n = 5. The symbols * represents
p<0.05, and ** represents p<0.001, as tested by one way ANOVA (Tukey test).
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Anexo 2 — Dados suplementares
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DPDT co-treatments were compared to cells only exposed to mutagen as evaluated by a
modified comet assay using FPG (clear bars) and Endo Ill (black bars) enzymes. The
oxidative damage score was calculated as the difference between the score obtained after
incubation with the respective enzyme or with the enzyme buffer. Solvent was used as a
negative control. Data are expressed as means + SDs, n = 3. The symbols * represents
p<0.05, and ** represents p<0.001, as tested by one way ANOVA (Tukey test).
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Anexo 3 — Dados suplementares
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DPDT pos-treatments were compared to cells only exposed to mutagen. Solvent was used
as a negative control. Data are expressed as means + SDs, n = 5. The symbols * represents
p<0.05, and ** represents p<0.001, as tested by one way ANOVA (Tukey test).
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Anexo 4 — Dados suplementares
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DPDT pos-treatments were compared to cells only exposed to mutagen as evaluated by a
modified comet assay using FPG (clear bars) and Endo Il (black bars) enzymes. The
oxidative damage score was calculated as the difference between the score obtained after
incubation with the respective enzyme or with the enzyme buffer. Solvent was used as a
negative control. Data are expressed as means + SDs, n = 3. The symbols * represents
p<0.05, and ** represents p<0.001, as tested by one way ANOVA (Tukey test).
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Anexo 5 — Dados suplementares
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Flow cytometry analysis of ROS generation induced by DPDT at the indicated
concentrations for 2 h in V79 or MRCS5 cells. Increased ROS production after treatment
with DPDT evidenced by the cells shift to the right on the linear x-axis of the
representative histograms. Data are expressed as mean = SD, n = 5. Significantly different
in relation to the negative control or in relation to the treatment at the same DPDT
concentration, *P , 0.05, **P, 0.01 and ***P , 0.001 by one-way analysis of variance with
Tukey’s Multiple Comparison Test.
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Anexo 6 — Dados suplementares
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Celular survival of V79 or MRCS5 cells pretreated with non-cytotoxic doses of DPDT for
2h in medium without FBS, and challenged with mutagen for 3 at 37°C in the dark by
MTT 72h after the treatment. Results are expressed as mean +SD, n=4. The symbol *
represents p<0.05, and ** represents p<0.001, as tested by one way ANOVA (Tukey test):
DPDT pretreated cells were compared to cells only exposed to mutagens.

86



Anexo 7 — Dados suplementares
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DPDT pre-treatments were compared to cells only exposed to mutagen. Solvent was used
as a negative control. Data are expressed as means + SDs, n = 5. The symbols * represents
p<0.05, and ** represents p<0.001, as tested by one way ANOVA (Tukey test).
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Anexo 8 — Dados suplementares
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DPDT pre-treatments were compared to cells only exposed to mutagen as evaluated by a
modified comet assay using FPG (clear bars) and Endo Ill (black bars) enzymes. The
oxidative damage score was calculated as the difference between the score obtained after
incubation with the respective enzyme or with the enzyme buffer. Solvent was used as a
negative control. Data are expressed as means + SDs, n = 3. The symbols * represents
p<0.05, and ** represents p<0.001, as tested by one way ANOVA (Tukey test).
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