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RESUMO

O ditelureto difenila (DTDF) é um protétipo para o desenvolvimento de novas
moléculas biologicamente ativas. Estudos prévios caracterizaram o efeito citotoxico
dessa molécula em fibroblastos de pulmdo de hamster chinés (células V79) mas os
mecanismos relacionados a reducdo da viabilidade pelo DTDF sdo pouco conhecidos.
Portanto, neste trabalho foi investigado o tipo de morte celular provocada pelo DTDF,
sua influéncia no ciclo celular e sua possivel interacdo com enzimas topoisomerases
empregando células V79 e a levedura Saccharomyces cerevisiae como modelos
bioldgicos de estudo. Conforme esperado, houve reducdo da viabilidade celular apés o
tratamento DTDF observada pelo ensaio MTT. A analise morfoldgica por coloracéo
diferencial mostrou ocorréncia de células apoptoticas e necrdticas. Um aumento da
atividade da enzima caspase 3/7 confirma a inducdo de apoptose pelo DTDF. Foi
observada parada na progressdo do ciclo celular na fase S e em sub-G1. A interagéo
com topoisomerases foi verificada pelo teste de microntcleo (MN) em células V79 onde
foi verificado um possivel potencial intercalante do DPDT. Linhagens de levedura
deficientes em Toplp apresentaram maior tolerancia ao DTDF em relacdo a linhagem
selvagem, sugerindo que a interacdo com a enzima pode estar envolvida na toxicidade
do DTDF. A sensibilidade ao DTDF encontrada na linhagem top34 indica que Top3p
pode participar na reparacdo das lesdes do DNA induzidas por este composto. Os
nossos resultados sugerem que a diminuicdo da viabilidade celular pode ser atribuida a
interacdo do DTDF com enzimas topoisomerases, levando a formacdo de quebras no

DNA com consequente parada no ciclo celular e morte celular por apoptose/necrose.



ABSTRACT

The diphenyl ditelluride (DPDT) is a prototype for the development of new biologically
active molecules. In previous studies, this organotelluride has shown an elevated
cytotoxicity in lung fibroblast cell line derived from Chinese hamster (V79 cells), but
the mechanisms for reduction of cell viability still remain unknown. Therefore, in this
study we investigate the type of cell death induced by DPDT, the influence on cell cycle
and its possible interaction with topoisomerase enzymes using V79 cells and the
Saccharomyces cerevisiae yeast as biological models of study. As expected, there was a
reduction in cell viability after DPDT treatment observed by MTT assay. Morphological
analysis showed significant elevation in apoptotic and necrotic cells. An increase of
caspase 3/7 activity confirms the apoptosis induction by DPDT. The arrest in the
progression of the cell cycle in S phase and in sub-G1 was observed. The interaction
with DNA topoisomerases was verified by the micronucleus test (MN) in V79 cells,
which showed a possible intercalating potential of DPDT. Yeast strain deficient in
Toplp showed higher tolerance to DPDT in relation to the wild type isogenic strain,
suggesting that the interaction with this enzyme could be involved in the toxicity of
DPDT. The sensitivity to DPDT found in top3A strain indicates that Top3p could
participate in the repair of DNA lesions induced by this compound. Our results suggest
that the decrease in cell viability can be attributed to interaction of DPDT with
topoisomerases enzymes, leading to formation of DNA breakage and consequent cell

cycle arrest and cell death by apoptosis / necrosis.
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INTRODUCAO

1- Teldrio

O Telurio (Te) é um semi-metal, pertencente a um grupo de elementos conhecidos
como calcogénios, tendo sido isolado em 1798, por Klaproth, quem Ihe deu o nome, em
homenagem a deusa da Terra (Tellus = terra) (para revisdo, ver Chasteen, et al., 2009).

Este elemento pode apresentar-se em diferentes estados de oxidagdo na natureza:
Te? (teltrio elementar), Te™ (telureto), Te™ e Te™ (Scansetti, 1992). E encontrado em
muitos minérios, estando em maior frequéncia na forma de teluretos de ouro, bismuto,
chumbo e prata(Zeni, et al., 2003).

O Te? é usado como componente de muitas ligas metalicas, sendo adicionado ao
chumbo para aumentar a sua resisténcia mecénica, durabilidade e diminuir a agéo
corrosiva do acido sulfurico nos processos industriais (Petragnani, 1995, Taylor, 1996).

O Te tem sido amplamente utilizado na industria e na agricultura. Utilizagdes na
industria incluem a producdo de discos opticos blu-ray (Nishiuchi, et al., 1998, Perrier,
et al., 2003), componentes de semicondutores (Abdel-Aziz, 2006), em solucdes metal
oxidante para escurecer ou macular metais (Yarema & Curry, 2005), na modificacdo de
fase em discos Gpticos magneticos e materiais fotograficos (Tyan, et al., 1986, Dun, et
al., 2011), na industria da borracha (De Silva, 1986) e, como importante intermediador
em reacgdes de sintese organica (Zeni, et al., 2006). Na agricultura, o teldrio tem sido
usado como um componente de inseticidas, bactericidas, fungicidas (Kormutakova, et
al., 2000, Massardo, et al., 2009).

O uso de Te também surgiu em varios materiais desenvolvidos nos ultimos anos,
como pontos quanticos fluorescentes de CdTe, que podem ser usados como sondas em
sistemas biologicos de deteccdo (Deng, et al., 2007, Ba, et al., 2010), bem como as
nanoparticulas de telureto, clusters e nanotubos que tém sido utilizados na medicina e
eletrénica (Tian, et al., 2012). Entretanto, compostos contendo Te ja eram utilizados
medicinalmente no inicio dos anos 1930 no tratamento para a sifilis e hanseniase (para
revisdo, ver Frazer, 1930) e mais recentemente como coadjuvante em terapias anti-
cancer (Hayun, et al., 2009).

A exposicdo ocupacional ao Te pode ocorrer em individuos durante o trabalho na
producdo de algum dos itens acima mencionados. Foi relatado que trabalhadores

expostos a vapores de fusdo da liga de cobre-teldrio apresentam efeitos adversos
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(Blackadder & Manderson, 1975). Devido ao fato de produtos fabricados com Te sdo
indiscriminadamente descartados em aterros, a exposi¢cdo humana através solo e da
agua, provavelmente ird aumentar. Acumulagdo em plantas ocorre, particularmente nos
membros da familia Alium, como cebola e alho, e, portanto, acumulacdo de Te por
ingestdo representa uma possibilidade viavel (Larner, 1995). Uma vez ingerido, Te tem
a capacidade de se distribuir pelo corpo. No estudo realizado por Taylor, (1996) em
ratos, a maior propor¢do de Te foi encontrada no rim e 0sso, ap0s uma Unica injecao
intraperitoneal, mas com administragdes orais repetidas, o Te foi encontrado no coracao,
0ss0, rim, baco e pulmédo. Nesse mesmo estudo foi demonstrado que sistema nervoso,
rim, pele e feto (hidrocefalia) sdo os principais locais para a toxicidade Te (Taylor,
1996). Estudos in vivo sugerem que cerca de 25% do Te administrado por via oral é
absorvido pelo intestino (Taylor, 1996), mas a informacdo sobre toxicidade
gastrointestinal ainda € muito escassa.

Alguns estudos ja demonstraram que pequenas quantidades de tellrio foram
identificadas nos fluidos corporais, tais como sangue e urina (Siddik & Newman, 1988,
Newman, et al., 1989). Outros trabalhos 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 telurio
ndo foram identificadas em células animais. Por essa razdo o teldrio ndo apresenta
funcdo fisiologica descrita até o momento, em mamiferos (Taylor, 1996, Rezanka &
Sigler, 2008).

E bem caracterizada a elevada toxicidade de compostos telurados em ratos e
humanos (Roman, et al., 2007, Santos, et al., 2009, Schiar, et al., 2009, Sandoval, et al.,
2010) . Embora as transformac6es bioguimicas, mecanismos de acdo e o significado
biologico da exposicdo a estas substancias sejam pouco conhecidos, no entanto, had uma
crescente preocupacdo em relacdo aos potenciais efeitos toxicos que este elemento pode
causar (Meotti, et al., 2003, Rezanka & Sigler, 2008). Desta forma, com o aumento no
uso industrial do telurio, tanto das suas formas organicas quanto inorganicas, trouxe
riscos ocupacionais e ambientais para a saude humana (Meotti, et al., 2003, Borges, et
al., 2007).

Os compostos contendo esse semi-metal sdo potentes agentes neurotoxicos por
inibirem a atividade da enzima esqualeno monooxigenase, uma enzima microssomal

contendo flavina-adenina-dinucleotideo que catalisa 0 segundo passo na biossintese do
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colesterol, a conversdo do esqualeno a 2,3-epoxiesqualeno(Goodrum, 1998, Laden, et
al., 2000, Laden & Porter, 2001). A sensibilidade da enzima deve-se a reacdo desse
elemento com grupamentos sulfidrila e com ligacdo a cisteina presente na estrutura da
proteina (Laden & Porter, 2001). Dessa forma, o esqualeno acaba acumulando-se e a
sintese do colesterol, que é um precursor da mielina, é inibida nas células de Schwann.
A consequéncia desse processo € uma desmielinizacdo ou hipomielinizacdo (Goodrum,
1998, Gajkowska, et al., 1999). Um efeito secundario € a inibi¢do da expressdo de genes
que codificam as proteinas envolvidas na sintese da bainha de mielina (Toews, et al.,
1997).

A maior suscetibilidade do sistema nervoso periférico a toxicidade do telurio
deve-se provavelmente a grande demanda de colesterol pelos nervos periféricos, e uma
menor taxa de acimulo de colesterol no cérebro (Kaur, et al., 2003). Além disso,
compostos organotelurados sdo capazes de reduzir a neurotransmissao glutamatérgica
(Nogueira, et al., 2001, Avila, et al., 2008) e inibir a enzima &-aminolevulinato-
desidratase (6-ALA-D) em diversos tecidos humanos (Maciel, et al., 2000, Meotti, et
al., 2003, Borges, et al., 2008).

Apesar da toxicidade do elemento, os compostos organotelurados apresentam
propriedades imunomoduladoras, anti-inflamatdrias, podendo ainda ser empregados
como drogas antitumorais e antivirais (Frei, et al., 2008, Friedman, et al., 2009, Sredni-
Kenigsbuch, et al., 2010). Consequentemente, o emprego farmacologico desses agentes
cresceu muito nos ultimos anos (Cunha, et al., 2009).

O primeiro composto organico de telurio foi sintetizado por Friedrich Wohler
em 1840. Desde sua descoberta até metade do século XX, a quimica dos compostos
organotelurados desenvolveu-se rapidamente. Atualmente, esses compostos constituem
novos interesses farmacologicos. Varios destas substdncias, com diferentes
caracteristicas e estruturas quimicas, vém sendo estudadas quanto as suas propriedades

farmacoldgicas e toxicologicas(Nogueira, et al., 2004, Rezanka & Sigler, 2008).

2 - Toxicologia dos compostos organicos contendo teltrio

Embora exista um crescente uso de compostos organicos contendo tellrio nos
campos da quimica e bioquimica, ndo existem muitos relatos sobre a toxicidade dessas
substancias até o momento. No entanto, da mesma forma que na toxicologia dos

compostos organoselenados, as moléculas contendo tellrio sdo menos toxicas do que 0s
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compostos i6nicos desse metaldide. Além disso, a toxicidade de compostos
organotelurados € inferior a dos analogos organoselenados (Nogueira, et al., 2004).

Os compostos organicos contendo teldrio com potencial uso farmacodinamico,
como o AS101, o dietil-ditelurofenil-vinilfosfato e outros teluretos vinilicos foram,
inicialmente, avaliados em relacdo a sua toxicidade sistémica em animais, sendo
identificadas as faixas seguras de doses para os testes farmacoldgicos (Nyska, et al.,
1989, Avila, et al.,, 2008, Borges, et al., 2008). No entanto, algumas moléculas
mostraram-se bastante tdxicas.

O telureto de bis-(tetrafenil-fosfonio)tetracianato-bis-p-metoxi-p-fenila e o
telurato de bis-(tetraheptil-amonio) tetraiodociclopentano, quando administrado em dose
Unica por via intraperitonial em ratos, causaram sintomas colinérgicos, resultantes da
reducédo da atividade da esterase de acetilcolina e monoaminooxidase no soro e cérebro,
além de uma reducéo significativa nos niveis de glutationa hepética e na atividade da
fosfatase alcalina em figado e rins (Srivastava, et al., 1983).

Realmente, muitos efeitos toxicos dos compostos organicos contendo tellrio
devem-se a inibigdo da atividade enzimatica. Nesse sentido, o ditelureto de dimetila e o
dicloreto de dimetilteltrio interagem com grupamentos sulfidrila da enzima esqualeno
monoxigenase, causando uma inibicdo da funcdo catalitica e consequente
desmielinizacdo das células de Schawn (Goodrum, 1998, Laden & Porter, 2001). Esse
mecanismo explica um quadro patoldgico conhecido como neuropatia induzida por

teldrio.

3 — Potencial de moléculas organoteluradas na prevencao e tratamento do cancer

No contexto da terapia anticancer, compostos organicos contendo telurio,
capazes de ser seletivamente incorporados em células tumorais e de inibirem o sistema
tioredoxina redutase foram desenvolvidos (Shaaban, et al., 2009). Diversos compostos
contendo tellrio foram capazes de reduzir o crescimento tumoral de células em cultura
em concentracdes na ordem de micromolar (Sun, et al., 1996, Engman, et al., 2000,
Hayun, et al., 2009, Rigobello, et al., 2009).

O ditelureto de 3,3 -diaminodifenila e o ditelureto de 4,4 -diisopropildifenila
induziram morte celular por apoptose em células de leucemia promielocitica humana
(linhagem HL-60) em cultura em concentrac¢des da ordem de 1 uM (Sailer, et al., 2003).

Resultados semelhantes foram encontrados na avaliagdo do efeito citotoxico do
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ditelureto de 2,2,"-dimetoxidifenila e ditelureto de 2,2°-diamino-3,3",5,5"-
tetrametildifenila nessa mesma linhagem celular (Sailer, et al., 2004). Neste mesmo
estudo Sailer et al. (2004) mostraram que outros diteluretos diarilicos sdo capazes de
causar apoptose através de alteracdes no ciclo celular dessa linhagem celular, mostrando
um efeito anti-proliferativo. Alguns compostos organicos contendo telurio séo eficientes
inibidores seletivos da atividade cisteino-proteésica da catepsina B, 0 que os torna
candidatos para drogas com atividade antimestastatica (Cunha, et al., 2005). Os estudos
utilizando HL-60 como modelo experimental também mostraram que outra molécula
contendo telurio, conhecida como RT-04, o qual também inibe a acdo da catepsina B, ¢
capaz de induzir apoptose nessa linhagem celular por meio do aumento da atividade das
caspases 3, 6 e 9. O mecanismo envolvido nesse fendmeno inclui a redugdo da
expressdo de Bcl-2(Abondanza, et al., 2008). Consistentemente foi verificada a indugao
de caspases pelo cloreto de telurio (TeCly) em timdcitos de ratos (Iwase, et al., 2004).
Em nivel sistémico, foi verificado que o composto AS101 apresenta
propriedades antitumorais em camundongos possivelmente pela sua atividade
imunomoduladora (Sredni, et al., 1987, Sredni, et al., 1988, Sredni, et al., 1990).
Posteriormente, Kalechman et al.,(1996) constataram efeito sinergistico de AS101 e
Taxol na reducdo de adenocarcinoma pulmonar em modelos murinos. Estudos
realizados observaram que o composto AS101 apresentou atividade antitumoral em
camundongos com linfoma cutaneo de celulas T. Essa molécula organotelurada reduziu
0 crescimento tumoral de maneira dose-dependente, por induzir parada no ciclo celular
nas células T em fase G2/M e indugdo de apoptose nas concentracdes mais elevadas,
por ativacdo das caspases 3 e 9. Esses efeitos na parada de ciclo e inducdo de apoptose
foi atribuido a alta geracdo de espécies reativas provocada por esta molécula (Frei, et
al., 2008). Compostos telurados como o DTDF e o tetracloreto de telurio (TeCl,)
promoveram diminuicdo de viabilidade celular, e aumentos significativos na atividade

de caspase 3/7 e 9 indicando apoptose (Vij & Hardej, 2012).

4- O ditelureto de difenila, objeto desse estudo.

O ditelureto de difenila (DTDF) é um composto

organotelurado, sdlido, de peso molecular de 407,2g e

Te
Te

altamente hidrofébico. E um importante intermediario
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em reacBes de sintese organica, em especial de drogas contendo teldrio (Mufiiz Alvarez,
et al., 2005). Dessa maneira, essa molécula representa um potencial risco ocupacional
para trabalhadores da industria quimica(Taylor, 1996, Meotti, et al., 2003). Esse
composto tem sido estudado devido as suas propriedades toxicoldgicas e interessantes
atividades farmacoldgicas, com fins ao desenvolvimento de novos farmacos
organotelurados (Cunha, et al., 2009).

O DTDF possui a capacidade de perturbar a homeostase redox dos grupamentos
tilicos em proteinas é capaz de afetar uma série de enzimas importantes. Este composto
inibe também a atividade da enzima Na'K® ATPase em membrana plasmatica
provenientes de sinapses de cortex cerebral de ratos jovens (Borges, et al., 2005). Foi
demonstrado que o DTDF induziu o aumento de hemdlise em eritrécitos humanos
devido ao aumento do contetdo de glutationa oxidada(Santos, et al., 2009, Schiar, et
al., 2009).

A perturbacdo desses processos bioquimicos mediados por diversas enzimas
acarreta varias consequéncias fisiologicas em nivel de sistemas e organismos. Em
relagdo ao conhecimento dos efeitos do DTDF em animais, varios efeitos neurotoxicos
em roedores foram relatados entre eles este composto pode provocar ainda
desmielinizacdo. O DTDF é capaz de afetar sistemas de fosforilacdo e desfosforilagdo
de proteinas celulares, alterando a organizacdo e a estrutura celular (Moretto, et al.,
2005).

Ha evidéncias de toxicidade renal e hepatica, 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), reducdo da excrecdo de creatinina e ureia, que consequentemente se
tornam aumentadas no plasma em camundongos (Barbosa, et al., 1998, Maciel, et al.,
2000).

Essa molécula organica contendo telUrio possui potencial teratogénico em fetos
de ratos, e além disso, provoca altas taxas de mortalidade pré e pds-natais(Stangherlin,
et al., 2005) . A exposicdo a este composto também causa estresse oxidativo no cortex
cerebral, hipocampo e estriado dos filhotes, por meio da inibicdo da atividade das
enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e 6-ALA-D. As observagdes
desses estudos sugerem que o DTDF (ou algum metab6lito) consegue passar para 0s

filhotes através do leite materno (Stangherlin, et al., 2009).
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Sailer et al.,(2003) mostraram que o DTDF induziu morte celular por apoptose
em células de leucemia promielocitica humana em cultura de maneira tempo e dose
dependente. Foi mostrado em (Vij & Hardej, 2012) que este composto induz apoptose
em células de cdlon. Estudos verificaram que esse composto aumentou a populacéo de
células hipodipléides de timécitos de ratos, possivelmente pela inducéo da ativacdo de
caspases(lwase, et al., 2004).

Degrandi et al., (2010) verificaram que o DTDF pode induzir alteragdo no
quadro de leitura em Salmonella typhimurium e em linhagem selvagem hapldide de
Saccharomyces cerevisiae. Assim, 0 DTDF apresenta um comportamento similar a um
agente intercalante. Os mutantes de S. cerevisiae defectivos na reparacao por excisao de
bases e na reparagdo recombinacional mostraram elevada sensibilidade ao DTDF. O
DTDF apresentou citotoxicidade a partir da concentracdo de 1 puM apds 2 h de
exposicdo. Consistentemente, o tratamento das células por 2 h com concentra¢fes de
DTDF citotoxicas aumentaram os niveis de formacdo de especies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS). Nas concentracfes mais elevadas, o DTDF induziu a formagéo
de quebras simples e duplas de DNA em células V79, como evidenciado pelo ensaio
cometa, nas versdes alcalina e neutra, na presenca e auséncia de ativagdo metabolica. O
tratamento também induziu aumento no nimero de micronucleos (MN) em células
binucleadas de fibroblastos de pulmd@o de hamster chinés (V79), demonstrando
potencial mutagénico dessa molécula em altas concentragdes. Finalmente, o preé-
tratamento com N-acetilcisteina, que restaura o GSH ao nivel normal, reduziu os efeitos

oxidativos, genotoxicos e mutagénicos do DTDF em levedura e em células V79.

5- DNA Topoisomerases

A estrutura em dupla fita em forma de hélice do DNA propicia muitos
beneficios para um armazenamento estavel e seguro da informacdo genética. A
informacao contida nos nucleotideos, mais especificamente nas bases nitrogenadas fica
“escondida” no interior da dupla fita, reduzindo o maximo possivel que o meio possa
induzir alteracdes nas bases, como em ataques quimicos ou fisicos. No entanto, essa
estrutura em dupla hélice do DNA, apesar de muito vantajosa, pode causar naturalmente
problemas de ordem topoldgica para a molécula. Alteracdes na topologia da estrutura do
DNA ocorrerem normalmente nos processos que devem acessar a informacdo contidas

nas bases nitrogenadas tais como replicagcdo, recombinacdo, transcricdo ou
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remodelamento da cromatina. Esses processos necessitam da separacdo das fitas que
formam a dupla hélice, tendo a capacidade de induzir, desta maneira, supertor¢cdes na
molécula de DNA que podem levar a um superenrolamento ou superhelicoidizagcdo com
a formagdo de “nds”, tendo como consequéncias, a quebra das fitas do DNA (Schoeffler
& Berger, 2008, Liu, et al., 2009).

O DNA em eucariotos possui um grande tamanho. Assim, ele se encontra
associado a proteinas histonas, formando estruturas denominadas nucleossomos assim o
DNA é compactado e permite que 0s genomas eucarioticos de grandes dimensfes
caibam dentro do nucleo das células Desta forma, é produzido uma superhelicoidizacdo
que requer relaxamento, caso contrario podera resultar em problemas topolédgicos que
acompanham 0s processos acima citados, que ocorrem no DNA da célula.

Em procariotos o material genético consiste em uma grande molécula de DNA
circular. A consequéncia da natureza circular € a origem de um superenovelamento da
dupla fita. Em ambas as situacOes ha alteracdes topoldgicas no DNA que se ndo forem
resolvidas podem originar quebras nas fitas, bem como dificultar o acesso de enzimas
no DNA, desta maneira interferindo em diversos processos celulares, como na
expressdo génica, na duplicacdo e na segregacdo cromossdmica que exigem topologias
especificas da molécula de DNA (Liu, et al., 2009, Vologodskii & Rybenkov, 2009,
Neuman, 2010).

Os problemas topologicos do DNA sdo resolvidos por enzimas denominadas de
DNA toposisomerases. Estas enzimas estdo presentes em todos 0s organismos e na
manutencdo da estrutura e dos processos que envolvem o metabolismo do DNA,
modificando e regulando a sua topologia, induzindo quebras simples ou duplas
temporérias nas fitas do DNA e posteriormente religando-as. Essas enzimas passam a
ter uma importancia fundamental jA& que os movimentos de torcdo no DNA sdo
limitados, consequentemente essas quebras induzidas facilitam enormemente o0s
movimentos das fitas para manutencdo topoldgica da molécula. Desta forma, essas
enzimas podem induzir o relaxamento da molécula de DNA evitando a
superhelicoidizacdo ou converter uma forma catenada da fita (unida como elos em uma
corrente) para uma forma decatenada (separada) (Kalkbrenner, et al., 2009, VVologodskii
& Rybenkov, 2009, Rampakakis, et al., 2010).
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5.1- Classificacio das topoisomerases

As topoisomerases variam conforme o mecanismo de clivagem e quanto a sua
arquitetura, sendo classificada em duas classes distintas: enzimas do tipo I (Top 1) que
induzem quebras de fita simples e enzimas do tipo Il (Top 1) que formam quebras de
fitas duplas (Berger, 1998, Corbett & Berger, 2004).

H& vérios subtipos de topoisomerases que sao classificados de acordo com a
sequéncia de aminoacidos e 0 mecanismo de reagdo. As enzimas do tipo | compreendem
as subfamilias 1A, IB, e IC. Os membros da subfamilia IA ndo possuem homologia
entre si, diferindo no tipo de complexo enzima-DNA que eles formam. Topoisomerases
da subfamilia IA estabelecem uma ligacdo covalente entre o residuo de tirosina e a
extremidade 5° do DNA em uma reacdo metal-dependente (Mg*? e Zn*?). Neste grupo
séo incluidas as topoisomerases | e Il de Escherichia coli, topoisomerase Il de
eucariotos (Top3) e a girase reversa encontrada em arqueobactérias hipertermofilas.
Topoisomerases da subfamilia 1B formam uma ligacdo fosfotirosil com a extremidade
3> do DNA, sendo uma rea¢ao independente de metal. Esse grupo inclui as
topoisomerases | (Topl) eucariotas, bem como enzimas homologas encontradas em
certas bacterias. O tipo IC funcionalmente é muito similar as topoisomerases do tipo 1B
e compreende somente a topoisomerase V, sendo encontrada exclusivamente em um
anico género de Archea (Forterre, et al., 1996, Forterre, et al., 2007, Viard & de la
Tour, 2007, Baker, et al., 2009, Forterre & Gadelle, 2009)..

As topoisomerases Il sdo subclassificadas em 1A ou IIB. Os subtipos da
familia I1A incluem: topo Il eucaridticas (Top2), DNA girase bacteriana, Archaea e do
cloroplasto, e topo IV bacteriana. Todos os tipos de topo 11A sdo capazes de decatenar e
desenrolar o DNA (Gadelle, et al., 2003, Collins, et al., 2009, Forterre & Gadelle,
2009).

5.2- Como as topoisomerases funcionam?

DNA topoisomerases de modo geral induzem quebras de fita simples ou duplas
nas fitas do DNA, por uma reacdo de transesterificacdo entre o residuo de tirosina da
enzima e a ligacdo fosfodiéster que liga os nucleotideos, de maneira a estabelecer uma
ligacdo covalente e formando um complexo entre 0 DNA e a enzima. Quando a ligacédo

fosfodiéster é reestabelecida a enzima é liberada do complexo. Como foi dito
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anteriormente, as topoisomerases do tipo | induzem quebras de fita simples e as

topoisomerases do tipo Il realizam quebras duplas nas fitas de DNA.

5.3- O papel fisioldgico das topoisomerases

De modo geral, as topoisomerases sdo enzimas fundamentais para resolver
problemas topolégicos no DNA, como supertor¢des, induzindo relaxamento na
molécula, separar segmentos catenados. AlteracBGes topoldgicas na estrutura do DNA
surgem normalmente em funcdo da molécula ser uma dupla hélice e pelo seu longo
tamanho necessitando ser compactado (superenrolado). Consequentemente, processos
celulares do metabolismo do DNA que envolvem descompactacao e abertura das fitas
necessitam que o este sofra alteragdes estruturais para que a informacao nele contida
possa ser acessada. Deste modo as topoisomerases sdo enzimas fundamentais que
acompanham diversos processos biologicos que envolvem o DNA(Nitiss, 2009,
Pommier, 2009). Neste topico serdo apresentadas as principais funcdes fisiologicas das

principais topoisomerases eucariotas.

5.4.1- Topoisomerase |

A funcdo chave da topoisomerase | € no relaxamento do DNA supertorcido
pela transcricéo, replicacdo, recombinacdo e remodelamento da cromatina. Essa enzima
atua sobretudo nas regides transcritas da cromatina em associacdo com complexos
replicacionais e transcricionais (Rothenberg, 1997, Corbett & Berger, 2004).

A topoisomerase | possivelmente tenha um papel importante em diferentes
fases da transcricdo de genes especificos, como na iniciacdo e na elongacéo, modulando
a torcdo gerada nestas etapas. Foi mostrado em linhagens de S. cerevisiae deficientes
nesta topoisomerase niveis transcricionais reduzidos, sendo gue 0 mesmo ocorre em
células de mamiferos quando expostas a camptotecina, um conhecido inibidor de Topl.
Entretanto, a sua funcdo real dentro desse processo permanece ainda obscura (Pommier,
2006, Beretta, et al., 2008).

Essa topoisomerase pode influenciar na estrutura da cromatina e na
organizacdo dos nucleossomos, bem como afeta a modificacdo das histonas. Outras
funcbes excercidas pela topoisomerase |, como nas reacGes de processamento e na
condensacdo dos cromossomos também sdo consideradas, mas da mesma forma ainda

muito pouco esclarecidas (Pommier, 2006, Pommier, 2009).
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5.4.2- Topoisomerase 11

Um dos papéis centrais da topoisomerase 2 é a resolugdo de problemas
topoldgicos associados com a replicacéo, sendo essencial em todas as células eucariotas.
Na auséncia da atividade dessa topoisomerase, 0 desenrolamento do duplex parental
leva a uma acumulacdo de DNA supertorcido em frente a forquilha de replicacdo que
deve ser relaxada pela Topl. (Deweese & Osheroff, 2009, Nitiss, 2009, Pommier,
2009).

A topoisomerase 2 parece desempenhar um papel fundamental na estruturacéo
e condensacdo dos cromossomos, bem como na sua separac¢ao durante a diviséo celular.
Na segregacdo cromossdmica a topoisomerase 2 € importante na separacdo dos
segmentos catenados que se formam normalmente durante a desagregacdo das
cromatides, sendo que estudos recentes em células de mamiferos indicam que a atuacdo
dessa topoisomerase seja localizada sobretudo na regido do centrdmero. Também pode
estar envolvida na regulacdo da tensdo nos cinetocoros (Gimenez-Abian & Clarke,
2003, Nitiss, 2009).

Em leveduras, a perda de uma topoisomerase, nao bloqueia a replicagdo ou a
transcricdo do DNA, mas ambos 0s processos sao fortemente inibidos. Essa influéncia
na transcricdo parece ser, sobretudo sobre a RNA polimerase I, j& o efeito na RNA

polimerase Il parece ser menos acentuado (Nitiss, 2009).

5.4.3- Topoisomerase 111

A Top3 (subfamilia 1A) esta presente em todos 0s genomas eucariotos, no
entanto, a sua funcdo ndo é muito bem conhecida. Estas enzimas possuem um papel
importante na manutencdo da estabilidade genémica e estudos recentes tem mostrado
que topoisomerase Ill participa na resolucdo de intermediarios provenientes da
recombinacdo durante o reparo de DNA. Sugere-se que seja importante na resolucdo das
juncdes de Holliday na recombinacdo cromossémica. Interessantemente esta enzima ndo
é muito ativa no relaxamento do DNA supertorcido, apenas quando este estd em fita
simples (Corbett & Berger, 2004, Pommier, 2006).

Embora a topoisomerase 3, seja dispensavel para o crescimento em S.
cerevisae, na sua auséncia, as células crescem lentamente e apresentam niveis elevados
de recombinacdo mitética e sdo deficientes na esporulacdo, devido a defeitos na
recombinacdo mitética. Por outro lado, a € exigida em Saccharomyces pombe para

manter a divisao celular.
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Eucariotos também contém duas isoformas de topoisomerase Ill. Em ratos, a
isoforma topoisomerase Il € requerida inicialmente durante a embriogénese e pode
contribuir para as quebras de pré ligacfes durante a replicacdo do DNA celular. Embora
ainda ndo seja claro o papel da topoisomerase I11 de mamiferos, evidéncias preliminares
indicam que o topoisomerase I3 de Drosophila pode ndo ser essencial para a

viabilidade das células ou desenvolvimento(Corbett & Berger, 2004, Pommier, 2006).

5.5- Topoisomerases: enzimas alvo no desenvolvimento de farmacos com aplicacdo

na terapia anticancer

Novas moléculas alvo estdo sendo constantemente investigadas para serem
empregadas no tratamento contra o cancer. Neste cenério, as topoisomerases sdo
atualmente muito estudadas, pois formam ligacdo covalente da enzima com o DNA,
estabelecendo um complexo, onde sdo criadas quebras na molécula de DNA. Quando
estas quebras na cadeia sdo estabelecidas formam-se intermediadrios que s&o
potencialmente danosos para o metabolismo celular, que afetam a informacédo contida
na molécula de DNA. Assim, moléculas que interagem com topoisomerases, podem
tornar-se moléculas alvo para o desenvolvimento de farmacos que possam inibir estas
enzimas, podendo ser empregados em tratamentos anticancer. Obviamente o uso desses
farmacos pode resultar em diversos efeitos colaterais, por isso € necessario o
aperfeicoamento das moléculas ja existentes e o0 desenvolvimento de novas moléculas

com este potencial, maximizando sua eficacia e reduzindo os efeitos danosos.

5.5.1- Mecanismos de acao de inibidores de topoisomerases

De modo geral, as drogas atuam inibindo a atividade das topoisomerases.
Alguns inibidores sdo especificos para cada tipo de topoisomerase, podendo ser
utilizados também na elucidacdo do funcionamento dessas enzimas € dos mecanismos
toxicos de outros compostos. Ainda ndo foram relatados inibidores de Top3 (Pommier,
2006, Pommier, 2009).

Os inibidores de topoisomerases podem ser divididos em dois grandes grupos:

0s poisons e os inibidores cataliticos como sera visto a seguir. Também sera discutido o
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mecanismo e os efeitos dos inibidores de topoisomerases empregados neste estudo.
Vérios compostos utilizados clinicamente em certos tipos de tumores possuem acgao
inibidora nesta classe de enzima, como doxorrubicina, etoposideo, merbarone,
fluoroquinolonas e diversos outros (Burden & Osheroff, 1998, Boos & Stopper, 2000,
Pommier, 2006).

5.5.1.1- Estabilizadores do complexo DNA - topoisomerases (“venenos de

topoisomerase”.)

A primeira classe inclui os compostos mais ativos clinicamente que aumentam
a ocorréncia do complexo DNA-Topoisomerase, de maneira a estabilizar este complexo
e aumentar a ocorréncia de quebras no DNA, estes sdo denominados de “venenos de
topoisomerase”. Esses compostos rapidamente levam a formacdo de danos no DNA,
pelo aumento de quebras. Possuem, desta forma, diversos efeitos na fisiologia celular,
afetando a replicacdo, inibindo a transcricdo e levando a mutagénese e morte celular.
Ainda podem ser divididos em intercalantes e ndo intercalantes (Pommier, 2006, Nitiss,
2009, Pommier, 2009).

Genericamente, pode-se dizer que os inibidores do tipo “veneno de
topoisomerase” € com acgdo intercalante podem se intercalar entre as bases da cadeia
nucleotidica de maneira a alterar a geometria da ligacdo das topoisomerarases com o
DNA, afetando na religacdo que € requerida para ocorrer entre as extremidades que
foram clivadas pela enzima. Assim, a extremidade livre do DNA e a extremidade que
estd associada a topoisomerase (0o complexo DNA-topoisomerase) permanece por mais
tempo. Este mecanismo pode tambem ser denominado de inibicdo interfacial.
(Pommier, 2006, Pommier, 2009)Esse efeito resulta no aumento de quebras nas
moléculas de DNA. Enquanto que os ndo intercalantes atuam por meio de interacfes
com a prépria topoisomerase sem interagir com o DNA (Pommier, 2006, Nitiss, 2009,
Pommier, 2009, Leon, et al., 2010) (Fig.2).

Um dos principais venenos de topoisomerases que € amplamente utilizada na
quimioterapia de tumores é a doxorrubicina (DOX) esta é um exemplo de droga gque age
sobre a molécula de DNA.

A doxorrubicina € largamente utilizada na clinica, principalmente para o
tratamento de cancer de mama e outros tumores solidos. Foi uma das primeiras

antraciclinas isoladas no decorrer da década de 60, a partir de Streptomyces peucetius e
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é classicamente conhecida por sua acao inibitoria sobre Top2, o que impede que essa
proteina religue as fitas de DNA, causando quebras duplas no DNA. Embora sua
atividade seja derivada principalmente da inibicdo da topoisomerase 11 (Gewirtz, 1999),
outros efeitos ligados a indugdo de radicais livres, a sua capacidade de alquilar
diretamente o DNA ou de induzir a formacgéo de pontes entre as duas cadeias de DNA.
Essa antraciclina pode também apresentar um papel importante em relacdo a sua
atividade antitumoral, bem como aos importantes efeitos secundarios ligados a esta
classe de medicamentos que limitam a sua utilizacdo clinica(Minotti, et al., 2004, Cutts,
et al., 2005, Bedard & Desmedt, 2010).

A apoptose induzida pela DOX, pode estar relacionada com a ativacéo da p53,
uma proteina supressora tumoral, que induz a transcricdo do gene WAF1/CIP1, que
codifica a proteina p21, inibidora de algumas quinases responsaveis pela regulacédo do
ciclo celular. Essa ativagdo pode acarretar primeiramente, parada no crescimento

celular, possibilitando a reparacéo de danos no DNA (Minotti, et al., 2004).

5.5.1.2- Inibidores cataliticos

A outra classe € de compostos que inibem a atividade catalitica dessas enzimas,
impedindo que a topoisomerase forme o complexo DNA—enzima que pode ocorrer por
dois mecanismos: seja por inibir a ligacdo da enzima com o DNA ou por impedir que a
topoisomerase clive 0 DNA. Desta forma, ocorre a reducdo da formacéo de quebras na

molécula de DNA. Estes compostos que inibem a atividade essencial da enzima sao
chamados de “inibidores cataliticos”(Fig 2). De modo geral, possuem pouco efeito

antitumoral, sendo mais utilizados na atenuacdo do efeito de outros compostos
(Pommier 2006; Pommier, 2009).

30



Inibidor @
Toet Catalitico x

- "

Etop.osideo -
ou Dovortubici . Completo de lvagem
“Veneno de topoisomerase”

Toet  Camptotecina

™ . >“. -
L S »
I.' *.I
I'

Figura 2. Esquema dos mecanismos de a¢do de inibidores cataliticos e “venenos de topoisomerase”. Através deste
esquema é mostrada a agdo de “venenos de topoisomerase™ através da estabilizagdo do complexo de clivagem por
inibidores conhecidos. Também ¢ apresentada a agdo de inibidores cataliticos de topoisomerase que se ligam a essa
enzima, ndo permitindo a formacéao de quebras no DNA. (Adaptada de Pommier, 2009).

5.6- Topoisomerases, ciclo celular e apoptose

As topoisomerases, induzem quebras transitorias no DNA e desta maneira,
podem atuar como toxinas provocando quebras na molécula do DNA, que se ndo forem
devidamente reparadas podem levar a mutacfes e morte celular por apoptose (Nitiss,
2009).

Os passos chaves no andamento do ciclo celular sdo monitorados pelos
chamados pontos de checagem (checkpoints), que garantem sua integridade. Estudos
indicam que as topoisomerases influenciam no ciclo celular. A Topoisomerase Il por ter
influéncia na replicacdo e na segregacdo cromossdmica participa desse monitoramento,
pela interacdo com outras proteinas de pontos de checagem. Inibidores cataliticos como
ICRF — 187 e 193 inibem a Topoisomerase Il provacando um atraso no ciclo celular.

Alguns inibidores do tipo poison como etoposideo e doxorrubicina provocam acumulo
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de quebras fitas duplas, induzindo parada na fase S, parada no ciclo celular em G2/M,
podendo ainda resultar em apoptose via p53 e ativacdo de caspases em diversos tipos
celulares (Pommier, 2006, Nitiss, 2009, Bower, et al., 2010).

Inibidores de topoisomerases induzem o aumento de apoptose, como inibidores
de topoisomerase 1 que ativam vérios efetores de apoptose como BAX e a via
extrinseca de apoptose, como FAS e caspase 6 (Nitiss, 2009, Karki, et al., 2010).

Desta maneira, inibidores de topoisomerases atualmente séo estudados com
potencial emprego em terapias antitumorais, exemplos de novas moléculas com essa
acdo sdo o veroloxina, ciprofloxacina (Bower, et al., 2010, Sciandrello, et al., 2010,
Walshy, et al., 2011).

6- Ensaio com células de mamiferos

6.1 - Células V79

Os ensaios de mutagénese empregando células
de mamiferos em cultura datam de 1968 e as primeiras
linhagens celulares utilizadas para esse proposito
foram os fibroblastos de pulmdo de hamster chinés
(Fig. 3), conhecida como V79, e as células de ovario
de hamster chinés, as CHO (Bradley, et al., 1981).

As células V79 possuem interessantes propriedades

células V79 em cultura.

para ensaios de toxicologia genética: facil cultivo e manutencao; crescimento rapido e
curto periodo de adaptacdo; tempo de geracdo entre 12 e 16 horas e capacidade de
iniciar um rapido crescimento exponencial a partir um pequeno inéculo. Além disso,
possuem uma elevada eficiéncia de clonagem, em torno de 75-95%, pertencem ao
género masculino e apresentam cariétipo estavel (22+1) (Bradley, et al., 1981). Essas
células recuperam-se rapidamente ap0s estoque em nitrogénio liquido, o que permite
criopreservacdo sem afetar suas caracteristicas, e possuem uma baixa frequéncia de
mutacdo espontanea (Bradley, et al., 1981).

De tal forma, o emprego das células V79 em estudos de genotoxicidade €
indiscutivel. O ensaio de micronucleo é empregado para avaliar quebras cromossémicas

e essas celulas também sdo a primeira escolha para o teste de aberragcbes cromossémicas
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e troca de cromatides irmds (Kalweit, et al., 1999, von der Hude, et al., 2000, Osada, et
al., 2005).

Os elementos bésicos de estrutura e reparacdo de DNA nas células V79 séo
similares, mas ndo idénticos, aos de células humanas. De tal maneira que as
consequéncias da interacdo quimica de xenobidticos com o DNA, seja de células
humanas, ou seja, de células V79 sdo similares. Portanto, os resultados obtidos nessa
linhagem séo extremamente relevantes para humanos, sendo inclusive mais importantes
que a extrapolacdo dos dados obtidos em procariotos(Bradley, et al., 1981).

As células V79 tém sido amplamente empregadas em estudos de diversas areas,
como estresse oxidativo (Shin, et al., 2008), mutagénese e reparacdo de DNA (Smart, et
al., 2008), mecanismos da morte celular programada(Zhang, et al., 2008) e
metabolismo (Yamada, et al., 2008).

6.2- Teste de micronucleos

As anormalidades na estrutura do cromossomo sdo uma

consequéncia direta do dano em nivel de DNA. A perda de

cromossomos e os erros de segregacdo sdo eventos importantes

na carcinogénese, causados principalmente por defeitos na
formacdo do fuso, centrémero e alteragdes na condensacdo da

Figura 4. Fotografia . ) .
mostrando microndcleoem  cromatina antes da metafase (Fenech, 2000). O ensaio de

célula V79
micronucleo é hoje um dos testes citogenéticos in vivo mais
bem estabelecidos, com validacao internacional e aplicavel a qualquer populagéo celular
nucleada(Fenech, 2000).

As quebras cromossdmicas que nao possuem centrdmero ndo podem ligar-se
as fibras cinetocoricas e consequentemente, ndo podem migrar para 0s pélos opostos da
célula juntamente com os demais cromossomos durante a anafase. Na tel6fase, tanto da
mitose quanto meiose, a membrana nuclear € refeita ao redor do conjunto de
cromossomos. Os fragmentos acéntricos ou até mesmo um cromossomo inteiro que ndo
estava ligado ao fuso mitético é incapaz de integrar-se aos novos nucleos (Fig. 4). Em
razdo disso, esses fragmentos formam um pequeno nucleo individual, denominado

micronucleo, o qual é detectado em células interfasicas como um pequeno corpusculo
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arredondado de cromatina, separado do nucleo principal (Figura 5) (Fenech, 2000,
Fenech, 2006, Fenech, 2007).

Agentes
Genotdxicos Fragmentos

/.4 /m””’"ﬁ“""”?‘ o o
ek /\W/ \0

Cromossomos

Figura 5. Esquema mostrando o processo de formagdo do microndcleo. Adapatada de Fenech, (2000).

=

A

I '\,

O micronucleo constitui um indice de quebras cromossdmicas permanentes e
perda cromossomal que pode ser detectado em celulas que tenham completado ao
menos uma divisdo celular, sendo desejavel a avaliagdo no estdgio de celulas
binucleadas (Fenech, 2000). O teste de microndcleos detecta mutagénese
cromossdmica do tipo clastogénese, aneugénese, danos no fuso mitético, aberracoes
numéricas e cromossdmicas. O micronucleo aparece pela primeira vez no final da
primeira divisdo mitdtica, apds clastogénese ou aneugénese, porém microndcleos
adicionais podem se formar nas divisdes seguintes. Em razéo disso, as células precisam
ter passado por um ciclo mitético (Fenech, 2000, Fenech, 2006, Fenech, 2007).

Para a execucao da técnica, a populacdo celular deve dividir-se e a cinética
dessa divisdo celular deve ser bem estabelecida. Uma das mais conhecidas € o teste de
micronucleo com bloqueio na citocinese. Nessa variacdo do teste, as células que
completaram uma divisdo nuclear sdo tratadas com citocalasina B, um inibidor da
polimerizacdo da actina, necessaria para formacdo dos microfilamentos que constrigem
o citoplasma entre os ndcleos filhos durante a citocinese, permitindo que as células em
divisdo sejam rapidamente identificadas pelo aspecto binucleado (Fenech, 2000). O uso

da citocalasina B possibilita 0 acimulo das células em divisdo no estagio binucleado na
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populacdo, independente da sincronizacdo e proporcdo de células em divisdo (Fenech,
2006).

Alguns estudos demonstram a utilizacdo deste ensaio para verificagdo da acao
intercalante de alguns compostos, por exposi¢cdo simultanea das células a bleomicina e
ao composto que esta sendo analisado, desta forma, se 0 composto for intercalante ha
uma formacdo de microndcleos, pois a bleomicina muda a conformacdo do DNA de
maneira a facilitar a intercalagdo de outros agentes (Snyder & Strekowski, 1999). Os
inibidores de topoisomerases também tém sido identificados e caracterizados
empregando o teste de microntcleos. Os inibidores do tipo “veneno de topoisomerase”
aumentam a ocorréncia de quebras no DNA, consequentemente a frequéncia de
microntcleos, assim esses inibidores sdo detectados pelo aumento da clastogenidade no
DNA. Entretanto, os inibidores cataliticos ndo promovem esse aumento nas quebras de
DNA, dessa forma impedem a formacdo do complexo de clivagem reduzindo a
formacao das quebras dos “venenos” quando expostos em conjunto. Desta forma,
realizando exposi¢des simultaneas das celulas a substancia teste e inibidores de acdo
conhecida, pode-se inferir e caracterizar a agdo da substancia desconhecida, como
inibidora catalitica ou veneno se aumenta ou reduz a freqiiencia de micronucleos,
respectivamente, que sdo originados no co-tratamento (Snyder & Strekowski, 1999,
Snyder & Diehl, 2000, Snyder & Gillies, 2003, Michael McClain, et al., 2006).

7. A levedura Saccharomyces cerevisiae como modelo de estudo

A levedura Saccharomyces cerevisiae (Fig. 6) é
um fungo unicelular com ciclo eucarioto tipico e
completo e tem sido amplamente estudada, tornando-
se ferramenta importante nas pesquisas biomeédicas em
razdo da sua simplicidade e similaridade genética,

bioguimica e funcional com mamiferos em varios

aspectos. Dessa maneira, esse organismo € um modelo

Figura 6. Microscopia eletrbnica
mostrando células individuais da
levedura Saccharomyces
cerevisiae — fonte : Universidade

de genética toxicologica e doengas humanas (Altmann & de Leicester.
Trachsel, 1994, Foury, 1997, Lafon, et al.,, 2007, McCue & Phang, 2008, Miller-

atil para o melhor entendimento de diversas funcGes

bioldgicas, principalmente na biologia do cancer, estudos
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Fleming, et al., 2008, Parrella & Longo, 2008, Perocchi, et al., 2008, Valente, et al.,
2009). Além disso, é utilizada na industria quimica e de alimentos; na indUstria
farmacéutica, com énfase na producdo de proteinas terapéuticas, incluindo proteinas
humanizadas, vacinas e probidticos; e na tecnologia ambiental, com fins de
bioremediacdo, tratamento de residuos e recuperagdo do solo (Forsburg, 2001,
Sturgeon, et al., 2006, Keenan, et al., 2007, Menacho-Marquez & Murguia, 2007,
Pennacchia, et al., 2008, Abe, et al., 2009, Remondo, et al., 2009, Schneider, et al.,
2009, Shibasaki, et al., 2009).

Algumas das propriedades que fazem a levedura particularmente apropriada para
estudos bioldgicos incluem o seu rapido crescimento, segurancga, o fato de possuir um
sistema genético bem definido e mais significativamente, o conhecimento da seqliéncia
completa do seu genoma. S.cerevisiae foi 0 primeiro organismo eucarioto a possuir 0
genoma completamente seqlienciado e depositado em bases de dados especializadas
(como http://www.yeastgenome.org) e também existem ferramentas moleculares
apropriadas para manipulacdo génica e estudos de expressao, como o transcriptoma,
proteoma, metaboloma, lipidoma e interatoma (Parsons, et al., 2003, Pena-Castillo &
Hughes, 2007, Ejsing, et al., 2009, Gibson & Goldberg, 2009).

Os estudos em levedura foram muito Uteis para a elucidacdo funcional de genes
e proteinas, uma vez que existe uma facilidade imensa na constru¢do de linhagens
mutantes por meio de disrupcdo génica e em estudos de complementacéo fenotipica por
meio de genética reversa (Menotta, et al., 2006, Osborn & Miller, 2007, Ouyang, et al.,
2009). A levedura também possui um sistema de transformacdo de DNA altamente
versatil, sendo viaveis com numerosos marcadores genéticos; plasmideos podem ser
introduzidos nas células tanto como moléculas replicativas, quanto para integracdo no
genoma. Diferente do que ocorre em outros microrganismos, a integracdo de uma
sequéncia de DNA procede quase que exclusivamente via recombina¢do homologa.
Igualmente, a recombinacdo homologa combinada ao alto grau de conversao génica das
leveduras, possibilitou o desenvolvimento de técnicas para substituicdo direta de
sequéncias de DNA geneticamente modificadas, no lugar de sua copia normal no
cromossomo. Deste modo, genes intactos, mesmo dagueles dos quais ndo se conhecem
mutacOes, podem ser convenientemente substituidos por alelos modificados. Estas

técnicas tém sido extensivamente exploradas em analises que vao desde a regulacdo até
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relacdo estrutura-atividade de proteinas, incluindo mutagénese e reparacao(Klinner &
Schafer, 2004, Le Meur & Gentleman, 2008, Schoner, et al., 2008).

Ao contrério da maioria dos microrganismos, linhagens da levedura S. cerevisiae
sdo estaveis tanto em estado haploide quanto dipldide. Assim, mutacBes recessivas
podem ser convenientemente isoladas e manifestadas em linhagens haploides, e testes
de complementacdo e segregacgdo génica podem ser plenamente estudados em linhagens
diploides. A levedura € geneticamente bem caracterizada, especialmente quanto a sua
resposta a agentes causadores de danos ao DNA nas pesquisas sobre mutagénese e
reparo desta biomolécula e mecanismos que respondem ao estresse oxidativo e
homeostase metalica (Herrero, et al., 2008, Liu, et al., 2008, Wu, et al., 2008, Acevedo-
Torres, et al., 2009).

Além disso, os ensaios em levedura permitem investigar 0S mecanismos
moleculares envolvidos na geragéo e reparacdo do dano. Para determinar a natureza das
lesbes geradas por um determinado agente, compara-se a sensibilidade da droga em
mutantes deficientes em uma ou mais vias de reparacdo de DNA com a respectiva
linhagem isogénica proficiente na via de reparo. Quando um mutante deficiente em uma
via de reparacdo do DNA apresenta uma sensibilidade maior que a linhagem selvagem
proficiente na reparacdo, pode-se inferir que a via deficiente € necessaria para a
reparacao das lesdes provocadas pela substancia(Rosa, et al., 2004, Soares, et al., 2005,
Seiple, et al., 2006, VVasconcellos, et al., 2007).

Dessa maneira, muitos laboratérios em todo o mundo ja utilizaram este
organismo como modelo de estudo, sendo uma excelente ferramenta para
desenvolvimento de modelos de biologia celular, molecular e genética (Mustacchi, et
al., 2006, Gibson & Goldberg, 2009, Irons, 2009, Lorenz, et al., 2009).
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OBJETIVOS

Objetivo geral

A proposta desse trabalho é ampliar os conhecimentos a respeito da toxicidade
do ditelureto de difenila (DTDF), investigando o tipo de morte celular
provocada por esta molécula (apoptose/necrose), sua influéncia no ciclo celular
e a possivel interacdo com as DNA topoisomerases.

Objetivos especificos

Avaliar pelo teste de micronucleos a possivel acdo intercalante do DTDF.

Investigar a interacdo do DTDF com DNA topoisomerases | e/ou Il pelo teste de
micronucleos com exposicdo simultanea das ceélulas V79 ao composto
organotelurado e a diferentes inibidores especificos de toposisomerases, visando
a caracterizacdo dessa molécula como inibidor do tipo “veneno” ou inibidor

catalitico.

Verificar o efeito do DTDF na progressdo do ciclo celular por citometria de

fluxo

Avaliar a inducdo de apoptose e necrose pelo DTDF pelo método da coloragéo
diferencial de laranja de acridina e brometo de etideo.Confirmar a ocorréncia de

apoptose pela determinacdo da atividade das enzimas caspases 3/7.

Avaliar a possivel interacdo com enzimas topoisomerases 1 e 3 utilizando
linhagens da levedura S. cerevisiae deficientes nessas enzimas (Atopl, Atop3 e
AtoplAtop3) .
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Abstract
The diphenyl ditelluride (DPDT) is a prototype for the development of new biologically

active molecules. In previous studies, this organotelluride has shown an elevated
cytotoxicity in lung fibroblast cell line derived from Chinese hamster (V79 cells), but
the mechanisms for reduction of cell viability still remain unknown. DPDT has shown
mutagenic properties by induction of frameshift mutation in bacterium Salmonella
typhimurium and yeast Saccharomyces cerevisiae, as well as an increase of double-
strand DNA breaks (DSBs) induction in V79 cells. Therefore in this work was studied
the mechanism of DPDT genotoxicity by the evaluation of cell cycle progression and
apoptosis induction by this compound in V79 cells. Significant decrease of cell viability
following DPDT treatment was observed by MTT assay. Morphological analysis
showed significant elevation in apoptotic and necrotic cells. An increase of caspase 3/7
activity confirms the apoptosis induction. The cell cycle analysis showed an increase of
percentage of cells in arrest in S-phase and sub-G1 phase. Yeast strain deficient in
Toplp showed higher tolerance to DPDT in relation to the wild type isogenic strain,
suggesting that the interaction with this enzyme could be involved in the toxicity of
DPDT. The sensitivity to DPDT found in top3A strain and in the double mutant
toplAtop3A indicates that Top3p could participate in the repair of DNA lesions induced
by the interaction of the compound with Toplp. Our results suggest that the DPDT-
induced cell cycle arrest and reduction in cell viability in replicating cells could be
attributed to interaction with topoisomerase 1.

Keywords: diphenyl ditelluride, V79 cells, genotoxicity, topoisomerase, apoptosis.
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Introduction

Organotellurium (OT) compounds have been pointed out as promising and
useful alternatives for numerous synthetic operations in organic synthesis, as seen in the
increase of reports on OT chemistry appearing in the literature (Nogueira & Rocha,
2009). In the last few decades, evidence has been accumulating that OT molecules are
promising pharmacological agents. Several reports have been published showing
immuno-modulatory, antioxidant, anticancer and anti-inflammatory properties of OT
compounds (Sailer, et al., 2003, Nogueira, et al., 2004, Friedman, et al., 2009). Despite
the growing use of OT compounds in the chemical and biochemical fields, there has
been little concern about their toxicity. Inorganic and OT compounds are highly toxic to
some organisms (Maciel, et al., 2000, Nogueira, et al., 2001) Thus, risks from
occupational and environmental human exposure to these elements may be implied due
to this use. Consequently, it is important to improve our understanding about the
toxicological properties of organotellurides.

Diphenyl ditelluride (DPDT) (Fig. 1) is a solid, non-volatile, hydrophobic,
simple and stable OT compound used as an important and versatile intermediate in
organic synthesis (Ba, et al., 2010). It is extremely toxic to rodents, causing marked
neurotoxic effects in mice after acute or prolonged exposure (Nogueira, et al., 2001,
Borges, et al., 2005, Moretto, et al., 2007, Stangherlin, et al., 2009). DPDT can also be
teratogenic, causing various morphologic abnormalities in mice fetuses during
development (Roman, et al., 2007). In addition, it produces renal and hepatic toxicity in
rodents as well as hematological disorders in humans (Maciel, et al., 2000, Schiar, et
al., 2009). In contrast to these toxic effects, studies have demonstrated that DPDT in
low concentrations is able to prevent oxidative stress induced by several oxidizing

agents (Hassan, et al., 2009).
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The toxicology of OT compounds has been studied mainly based on the
toxicity observed in animal models, effects in tissues or by the inhibition of cellular
growth (Sailer, et al., 2004). However, the underlying mechanism of toxicity of Te
compounds leading to cell death has been poorly investigated. Some studies have
indicated that OT compounds can induce apoptosis and cell cycle arrest in cancer cells
such as human promyelocytic (HL-60) cell line (Sailer, et al., 2003). In this context,
data from our laboratory showed that DPDT induced double strands breaks (DSBs) in
permanent lung fibroblast cell line derived from Chinese hamster (V79 cells). The
observed DSBs formation could indicate the ability of this compound to intercalate into
DNA and/or affect topoisomerase activity.

In this sense, the aim of present study was to evaluate DPDT-induced toxicity,
effect on cell cycle progression and mechanism of cell death, as well as possible
interaction with DNA topoisomerase enzymes. To this end, two different test systems
were employed: mammalian V79 cells and yeast S. cerevisiae. The DPDT-induced
apoptosis/necrosis in V79 cells was evaluated by morphological analysis and caspase
3/7 activity, whereas the cell cycle progression was evaluated by flow cytometry. In
addition, the possible interaction with the enzymes topoisomerases | and Il was

evaluated in S. cerevisiae strains proficient and deficient in these proteins.

Materials and Methods

1. Chemicals

DPDT (CAS registry number 32294-60-3) was provided by Dr Anténio Braga, Federal
University of Santa Catarina, Florianopolis, Brazil. The chemical purity of DPDT
(99.9%) was determined by gas chromatography/high-performance liquid

chromatography (Braga, et al., 1994). Yeast extract, bacto-peptone and bacto-agar were
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obtained from Difco Laboratories (Detroit, MI, USA). Dulbecco’s modified Eagle’s
Medium (DMEM), foetal bovine serum (FBS), trypsin — ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA), L-glutamine and antibiotics were purchased from Gibco BRL (Grand
Island, NY, USA). L-histidine, L-threonine, L-methionine, L-tryptophan, L-leucine, L-
lysine, nitrogenous bases (adenine and uracil) were purchased from Sigma (St Louis,
MO, USA). BCA protein assay reagent was purchased from Pierce (Rockford, IL, USA)

and caspase 3/7 substrate was purchased from Peptide Institute (Osaka, Japan).

2. Assaysin V79 cells

V79 cell culture and treatments. V79 cells were cultured under standard conditions in
DMEM supplemented with 10% heat-inactivated FBS, 0.2 mg/ml L-glutamine, 100
[U/ml penicillin and 100 pg/ml streptomycin. Cells were kept in tissue culture flasks at
37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO; in air and were harvested by
treatment with 0.15% trypsin and 0.08% EDTA in PBS. Cells were seeded (3x10° cells)
in 5 ml of complete medium in a 25-cm? flask and grown for 2 days up to 60—70%
confluence before 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.

Cytotoxicity evaluation in V79 cells using MTT assay. V79 cells were seeded at 1x10°
cells/well in DMEM/5% FBS in 96-well plates. They were then exposed to increasing
concentrations (1, 5, 10 pug/ml) of the DPDT, for 2h. After the treatment the medium
was replaced by drug-free medium with FBS. After, 12h the cell viability was evaluated

by 3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay
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(Mosmann, 1983). This assay measures the activity of cellular dehidrogenases (mainly
from mitochondria) and, indirectly, the cell viability, even of the spontaneously
detached cells in the culture medium. The method is based on the reduction of a
tetrazolium bromide salt (MTT [3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide]). It provides a quantitative measure of the number of metabolically viable
cells. The results were expressed as the percentage of cell viability in relation to the

control.

Cell cycle analysis. The effects of DPDT on V79 cells cycle phase distribution was
assessed using flow cytometry. Cells (3x10° cells per well) were cultured in triplicate in
24-well plates. Cells were treated with DPDT (1, 5, 10 uM) for 2h and after that the
medium was replaced by drug-free medium with FBS. After 12h, the cells were
harvested, fixed with 70% ethanol (in PBS) and stained with PSSI solution (Triton X-
100 0.1%, RNAse 0.5 mg/mL and Propidium lodide 6 uM per sample, in PBS). Data
acquisition and analysis were performed through flow cytometry using Guava EasyCyte
8HT Flow Cytometer (Millipore Corporation, MA, USA), and data from 10,000 cells
were collected for each data file. Cell cycle analysis was performed with Guava

Software.

Apoptosis Analysis. Apoptosis was evaluated by morphological analysis and enzymatic
caspase 3/7 assay. For both assays, 5x10° cells were treated with 1, 5, 10 uM of DPDT
for 2h and analyzed for 2, 4, 12 and 24 h.

Morphological analysis was based on (Amarante-Mendes GP, 1998.). After
treatment, cells were harvested, centrifuged and resuspended in 20 ul of PBS buffer. A

2 ul aliquot of acridine orange (100 pg/mI™") and ethidium bromide (100 pug/ml™") were
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added in PBS buffer. Cells were analyzed in fluorescence microscope with 600x
magnification.

Protocols for conducting the apoptosis analysis by measure the caspase 3/7
activity were described previous by (Bastiani, et al., 2005). The culture medium was
removed after treatments; cells were washed with PBS and lysed with Triton X-100
0.2% in PBS for 10 min on ice. After centrifugation at 12 000 rpm for 10 min, protein
concentration in cell extracts was estimated using BCA Protein Assay Reagent. The 40
ug aliquot of protein was incubated with 20 uM caspase synthetic substrates in 100 mM
HEPES-NaOH, pH 7.5, 10% sucrose, 0.1% CHAPS, 0.1 mgml-1 BSA and 10 mM
DDT. The substrate tested was Ac—Asp—Glu—Val-Asp—MCA. Substrate hydrolysis was
monitored for 1.5 h at 370 nm excitation/460 nm emission in a microplate fluorescence
reader; substrate hydrolysis was quantified by comparison with a standard curve for

MCA substrates. Experiments were performed in triplicate.

3. Assays in yeast
Strains and media for yeast assays. Media, solutions and buffers were prepared as
previously described by (Burke, 2000). The relevant genotypes of S. cerevisiae strains
used in this study are listed in Table I. Complete medium [yeast extract, peptone,
glucose-D (YPD)] containing 0.5% yeast extract, 2% peptone and 2% glucose was used
for routine growth. Minimal medium (MM) contained 0.67% yeast nitrogen base
without amino acids, 2% glucose and 2% bacto-agar. Synthetic complete (SC) medium
consisted of MM supplemented with 2 mg adenine, 2 mg arginine, 5 mg lysine, 1 mg
histidine, 2 mg leucine, 2 mg methionine, 2 mg uracil and 2 mg tryptophan per 100 ml.

For plates, the medium was solidified with 2% bacto-agar.
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Yeast growth. Stationary cultures were obtained by inoculation of an isolated colony in
liquid YPD medium and growth for 48 h at 30°C with aeration by shaking. The cultures
contained 1-2 x10® cells/ml with 2-3% budding cells. Cells were harvested and washed
twice with saline solution. The number of cells with or without buds was determined by

counting in a Neubauer chamber.

Cytotoxicity in yeast strains proficient and deficient in topoisomerases. The cytotoxicity
of DPDT in yeast strains topoisomerase mutants (toplA and top3A) was assayed by
incubation of stationary cultures (2 x 10° cells/ml) in phosphate-buffered saline (PBS,
0.067 M, pH 7.0) with different concentrations (0; 10; 100 and 1000 uM) of the
compound in a rotary shaker at 30°C for 2 h. After treatment, cells were harvested by
centrifugation at 12 000 x g for 1 min, washed twice with PBS, counted, diluted and

plated on solid YPD. Plates were incubated at 30°C for 3-5 days before counting.

Results
Cytotoxic effects in V79 cells

In order to evaluate the cytotoxicity of DPDT in V79 cells, subconfluent cultures of
cells were incubated with various concentrations of the compound (0; 1; 5; 10 uM) for a
period of 24 h. The results of cell viability using the MTT assay are seen in Fig. 2. Cells
treated with DPDT showed significant reduction in cell viability at all concentrations

tested when compared to control.
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Effect of DPDT on the cell cycle distribution

The analysis of the cell cycle profile of V79 cells treated with DPDT (5uM) showed
that the fraction of cells in S-phase was significantly increased in treated cells as
compared to control, whereas the fraction of G; phase cells was decreased (Fig. 3A).
We also found significant increase in the percentage of sub-G; cells after treatment at a
higher concentration (10puM) used, which is considered to indicate the proportion of

apoptotic cells over total (Fig. 3B).

Apoptosis Induction

To confirm if the cell death induction by DPDT can be related to apoptosis
induction we applied the morphological analysis using acridine orange and ethidium
bromide staining. This analysis showed an increase of apoptotic cells starting at 2h for
the higher concentrations used (5 uM and 10uM). We also measured the caspase 3/7
activation and further performed a morphological analysis (after different treatment
times). Our results showed that DPDT treatment induced apoptosis and necrosis (Fig. 4
and Table I1). Indeed, apoptosis induction was observed after only 4 h of treatment with
the OT compound, and the highest level of activation of the enzyme was in 12h (Table
Il and Fig. 4). The induction of necrosis was observed starting from 4 h treatment at the

highest concentration used (10uM) (Table I1).

Relationship with DNA topoisomerase enzymes
The survival data in yeast showed that the yeast single mutant toplA was more
tolerant to the DPDT exposure in relation to the wild type (WT) isogenic strain, whereas

the top3A single mutant was more sensitive. The double mutant top1Atop3A showed
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increased resistance to DPDT as compared to WT, which is similar to that of toplA

mutant (Fig. 5).

Discussion

MTT assay was employed to evaluate the concentration range of DPDT induced
cytotoxicity in V79 cells. As expected, the cytotoxic threshold of DPDT was consistent
with the results obtained by Degrandi et al.(2010), that showed the toxicity of the
compound in V79 cells. Recently, significant decrease in cell viability was observed in
human colon carcinoma (HT-29) treated at concentration range of 62.5-1000 uM
DPDT, and heterogeneous human epithelial colorectal adenocarcinoma cells (Caco-2)
cells, in MTT and luminescence assays (Vij & Hardej, 2012).

In the present study, the mechanism of cell death upon exposure to DPDT was
investigated by evaluation of apoptosis and/or necrosis induction. For this, we applied
the enzymatic morphological analysis that showed an increase of apoptotic and necrotic
cells and dose-dependent induction of apoptosis and necrosis was observed at all time
periods studied In agreement, Sailer et al.(2003) demonstrated a cell cycle specific
(from S- and G2 phase) apoptosis induction in HL-60 cells after DPDT exposure. As
caspases are important mediators of apoptosis (Lakhani, et al., 2006), we determine
apoptosis observed in DPDT treated cells by the luminescence based caspase 3/7 assay.
In accordance with expected, an increase in 3/7 caspase activity was observed in all
treatment concentrations. The decrease in the caspase activity after treatment at
extended time period was accompanied by the increase in the percentage of necrotic
cells. Our results are in agreement with the study conducted by Vij and Hardej (2012)
that showed an increases in caspase 3/7 and 9 activity in HT-29 and normal human

colon (CCD-18Co) cells treated with DPDT (500-1000 uM). Caspase 3, -6 and -9
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activation have also been demonstrated by Abondanza et al. (2008) in HL60 cells when
exposed to a novel organotellurium compound RT-04. In addition, the study conducted
by Yan et al. (2011) demonstrated the endothelial toxicity of Cd-Te quantum dots,
which are a novel bioimaging and drug delivery media, and related apoptosis induction
preceded by cytochrome c release and activation of caspase 3 and 9. In contrast, the
study conducted by Roy and Hardej (2011) for DPDT treatment in rat hippocampal
astrocytes do not demonstrate apoptosis induction in these cells, but only necrosis
process. These discrepancies may be due to variation of glutathione (GSH) content in
different cell types. Considering the ability of Te to bind to sulfhydryl groups,
differences in the GSH levels might be at least partially responsible for the choice of
either apoptosis or necrosis induction (Roy & Hardej, 2011).

We also observed an increase the percentage of cells in sub-G; phase in cell
cycle analysis that is the fraction considered indicative for the proportion of apoptotic
cells over total. The cell cycle analysis also showed a significant increase in the fraction
of S-phase in the treated cells when compared to control cells. Interestingly, it was
found that the organotellurium compound AS101 reduced tumor growth in a dose
dependent manner by inducing drag of the cell cycle in T cells in G2/M phase, and
induce apoptosis at the highest concentrations activating the caspases 3 and 9 (Frei, et
al., 2007). Moreover, it was described that the compound AS101 may be involved in
G2/M growth arrest and apoptosis induced in multiple myeloma (Naor, et al., 2012).
Consistently, DPDT treatment induced a time-dependent increase in the number of
apoptotic cells from the S and G2/M portions of the cell cycle in HL-60 cells (Sailer, et
al., 2003). This suggests that DPDT interferes either with DNA replication or with cell

division processes.
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Chemical compounds with planar topologies are often capable of intercalation
between DNA bases (Snyder & Arnone, 2002). Intercalating agent-induced genotoxicity
manifests itself primarily as frameshift mutagenicity in bacterial and yeast systems and
as clastogenicity in mammalian systems. This affirmation is in agreement with the
results reported by Degrandi et al. (2010) showing frameshift mutation induction by
DPDT in S. typhimurium and S. cerevisiae and an increase in the double-strand DNA
breaks in V79 cells. In order to determine the possible interaction of DPDT with
topoisomerase 1 and 3, we studied the response of S. cerevisiae mutants defective in
these topoisomerase enzymes to treatment with this OT compound. The results of the
survival assays demonstrated that DPDT treatment leads to pronounced tolerance in
toplA. This observation indicates that DPDT could interact with the Topl enzyme,
when present in the cell, inducing DNA lesion responsible for the induced cell death. A
key function of topoisomerase | is relaxation of DNA supercoiling ahead of the
replication and transcription machinery, and during DNA repair and chromatin
remodeling. Inhibitors of topoisomerase | block the second transesterification reaction,
which prevents the DNA religation step and stabilizes the cleavage complex with
topoisomerase 1. Thus, transient reversible topoisomerase I-cleavage complex
intermediates can be converted into irreversible DNA lesions upon collision with the
DNA replication or transcription machinery. It was shown that the DNA replication fork
collision with the drug-stalled topoisomerase I-cleavage complex on the leading strand
produces a replication-dependent DNA double-strand end, resulting in so called
“replication fork run-off” (Strumberg, et al., 2000). One of the possible causes for the
increased resistance to DPDT of yeast strains deficient in Toplp, observed in our study,
could be the impossibility to form stable complexes with DNA in the absence of this

enzyme. This could prevent the DNA DSBs formation during replication and
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consequently to reduce the toxic effect. Such replication induced DSBs trigger DNA
damage response signaling, including activation of the protein kinases, yH2AX
phosphorylation and p53 stabilization, activating DNA repair mechanisms or apoptosis
induction (Furuta, et al., 2003, Sordet, et al., 2003, Huang, et al., 2010). Consistently,
camptotecin, a known inhibitor of topoisomerase I, induced DNA damage that activates
checkpoint kinases, and causes S- and G2-phase arrest (Xiao, et al., 2003). Possible
inhibition of topoisomerase | by DPDT can explain the cell cycle arrest in S-phase
observed in V79 cells.

The absence of DNA topoisomerase 1 in S. cerevisiae leads to a temporary delay
in the extension of the short DNA chains (Kim & Wang, 1989). This delay in chain
elongation is also reflected in the rate of total DNA synthesis in the topi4, during the
early S-phase (Tomicic & Kaina, 2012). However, if the DPDT promote its toxic effect
by interaction with Toplp, the absence of this enzyme in the topi4 yeast strain could
decrease the toxic effect induced by the treatment. This could explain the lower
susceptibility of topl4 mutant in relation to the WT strain observed in our experiment.
In contrast, rop34 mutant was more sensitive to DPDT suggesting involvement of
Top3p in repair of DPDT-induced lesions. In yeast S. cerevisiae the Top3p is a part of
the Sgs1-Top3-Rmil complex, which in combined activity with Dna2 participates in
resection of DSBs with incompatible ends (Symington & Gautier, 2011). The end
resection is initiated by MRX complex and is an essential step of homologous
recombination, which is one of the main pathways involved in repair of DPDT-induced
DNA damage (Degrandi, et al., 2010). Moreover, the end processing can result in
mutagenic deletions or insertions at the break site (Symington & Gautier, 2011), which

could explain the induction of frameshift mutation by DPDT (Degrandi, et al., 2010).
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The double mutant rop14top34 showed DPDT tolerance similar to that observed
in top14 mutant. This suggests the involvement of Top3p in the repair of specific lesion
induced by interaction of DPDT with Toplp that could be DSBs induced by
topoisomerase | cleavage complexes during replication. When Toplp is absent,
presumably such lesion does not occur and the repair activity requiring the Top3p is

dispensable.

Conclusions

The present work demonstrated that DPDT promote a reduction in cell viability
by apoptosis induction, confirmed by the increased activity of caspase 3/7, as well as
cell cycle arrest in S- phase. These events may possibly be a consequence of putative
interaction with topoisomerase I, leading to the formation of stable complexes resulting

in DSBs formation, cell cycle arrest and cell death induction.
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Legends for figures

Fig. 1. Chemical structure of diphenyl ditelluride (DPDT).

Fig. 2. Dose-dependent cytotoxicity in V79 cells as determined by MTT reduction
method (% of negative control). Cells were treated with 1; 5; and 10 uM for 2 h.
Negative control (solvent) was included; Data are expressed as mean + SD, n= 4. *Data
significant in relation to the control group P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001/One-way

ANOVA Tukey's Multiple Comparison Test.

Fig. 3A. Effect of DPDT treatment on the cell cycle distribution. V79 cells were treated
for 2h with 1; 5; and 10 uM. Values are the relative number of cells in the sub-G1/G, S
and G,/M phases of cell cycle. 3B. Sub-G1 phase. Each column represents the mean of
4 independent experiments performed in triplicate and the lines indicate the standard
error means. Data were analyzed by one way ANOVA, followed by Tukey’s post-hoc
test. *Significantly different from the control group *(P < 0.05); ** (P < 0.01); ***

(P<0.001).

Fig. 4. Apoptosis evaluation by caspase 3/7 activation in V79 cells treated with DPDT.
The quantity of pMol MCA released per pg of protein after treatment with: (O)
negative control; (A) 1 uM; (V) 5 uM; (@) 10 uM of DPDT; and (L) positive control.
Treatments were performed for: (a) 2 h; (b) 4 h; (c) 12 h; and (d) 24 h. Data are
representative of at least three experiments performed in duplicate; the mean + standard

deviation of Vnax for each curve is indicated on the right of the curve.
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Fig 5. Survival after DPDT treatment of Saccharomyces cerevisiae strains deficient and

proficient in topoisomerases 1 and 3. Data are expressed as mean + SD, n= 3.
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Table I. Yeast strains used in this study

Strains Relevant genotypes Source
BY4741 (WT) MATa; his3A1; leu2A0; Euroscarf ®
metl5SA0; ura3A0
toplA BY4741; topl::kanMX4 Euroscarf ?
top3A BY4741; top3::kanMX4 Euroscarf ®
toplA top3A BY4741, top3:: kanMX4;  This study
topl::URA3

4 Obtained from EUROSCARF, Frankfurt, Germany

Table 11. Apoptosis and Necrosis evaluation of DPDT in V79 cells by morphological assay

DTDF (uM) Apoptosis (%)/treatment time
2h 4h 12h
Control? 1.17+0.76 2.00 £ 0.50 4.00 +1.32
1 1.67 £1.04 5.50 £ 1.00* 16.83 + 3.79***
5 3.83 + 1.04* 8.83 £ 0.76*** 22.00 £ 2,50***
10 4.83 £ 1.53* 9.83 + 2.25*** 27.00 £ 2.29***
Necrosis (%)/treatment time
2h 4h 12h
Control? 1.33+0.58 2.17 £ 0.76 3.50 £ 1.00
1 1.50 £ 0.87 3.67£1.26 11.33 £ 1.04*
5 1.83+0.76 3.83+£ 257 15.67 £ 3.75**
10 2.33+0.76 8.17 + 1.76** 18.33 £ 5.13**

24h
4.50 + 0.50
20.83 £ 3.33***
25.50 + 2.65***
29.83 + 3.21***

24h
4.00 = 1.00
12.00 + 1.80*
28.00 + 1.50***
35.17 + 5.01***

# Negative control (solvent); Data are expressed as mean + SD, n= 3. *Data significantly different in relation to the

group.

*P<0.05; ** P<0.01; *** P<0.001/One-way ANOVA Tukey's Multiple Comparison Test.
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Supplementary Figure 1. Induction of micronuclei formation in V79 cells. A.
Bleomycin amplification assay of DPDT with intercalating agent. B. Effect of
catalytic topo Il poison on the clastogenicity of DPDT. C. Effects of catalytic topo

Il inhibitors on the DPDT, showed this compound as topo Il poison. Values are
represented as means + S.E.M. from up to three independent experiments. Data
were analyzed by one-way ANOVA, followed by Tukey’s post-hoc test.

*Significantly different from the control group *(P < 0.05); ** (P < 0.01); ***
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(P<0.001). The V79 cell-based bleomycin amplification assay was used to
determine if the compounds possessed DNA intercalation ability. Thus, the
treatment with DPDT plus bleomicyn (agent which intercalate to form the DNA
double breaks) increased the frequency of MN, indicating an intercalant potential of
DPDT. The pretreatment with DPDT do not decrease the formation of MN induced
by doxorrubicin (which acts as the topoisomerase Il poison, preventing religation of
the strands of DNA leading to double breaks), suggesting that the DPDT do not
acting as catalytic inhibitor of topoisomerase I1. The exposure of cells to Ethidium
Bromide (EB) plus DPDT decreased the frequency of MN when compared with
exposure only to DPDT. Since EB is a catalytic inhibitor, which hampers the
breakdown of the strands, this result suggests that the DPDT could act as a
topoisomerase 1 poison, preventing religation of the strands of DNA. In the absence
of induction of breaks by inhibiting the enzyme (by EB) DPDT is not capable to

induce MN formation.
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Supplementary Figure 2. Tolerance of topIA and top3A strains to DPDT treatment
during respiratory metabolism. Cells were diluted between 108 and 10° cells/mL, and
10pL of each dilution were plated in SC solid medium plus OuM of DPDT (A) 1uM (B)
5uM (C) or 10uM (D). In each square of the grid, WT (BY4741) is shown in the upper
row and the other strains are shown in the lower rows. Note that the survival data
showed that the yeast single mutant toplA was more tolerant to the DPDT exposure
than the WT strain. On the other hand, the top3A mutant was more sensitive to DTDT

than WT strain.
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Methodology

1. Micronucleus test

Chinese hamster lung (V79 cells) were grown and maintained in DMEM
supplemented with 10% FBS. The cytochalasin B-blocked in vitro micronucleus assay
followed standard procedure, as originally reported (Fenech & Morley, 1985, Fenech,
2007). Briefly, chemical treatments were for 3 h in fresh medium, followed by removal
of chemical and addition of fresh medium containing 3ug/ml cytochalasin B for
approximately 20 h. Cells were harvested with trypsin—~EDTA, hypotonically swollen,
fixed to glass slides, stained and coverslipped. Slides were examined for relative
numbers of binucleate and mononucleate cells in order to assess antiproliferative effects
of the treatment. Binucleated cells were examined for the presence of micronuclei (500

from each slide). Independent experiments were conducted for data collection.

2. Bleomycin amplification assay

In order to assess the DNA intercalative activity of the compounds used in this
study, the bleomycin amplification assay was employed as described previously
(Snyder, 1998, Snyder & Strekowski, 1999, Snyder, 2000, Snyder, et al., 2005). Briefly,
V79 cells were exposed to 5ug/ml bleomycin sulfate for 2h in the presence or absence
of putative intercalating agent. Cells were then processed as above for the in vitro
micronucleus assay and slides were prepared. Enhancement of the micronucleus-
inducing activity of bleomycin by a test article is consistent with a DNA intercalative

effect of that test article.
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3. Cell-based assay for detecting topoisomerase inhibition

In order to determine if the clastogenicity of a particular intercalating agent is
due to topo Il poisoning, a modification of the in vitro micronucleus assay in V79 cells
was conducted. Briefly, cells were preincubated for 5-10 min with or without known
catalytic inhibitors of topo Il (EB) and then for 2h with the putative topo Il poison
(DPDT). Reduction of clastogenicity (micronucleus formation) by catalytic topo Il
inhibitors suggests that the clastogenic agent may be a topo Il poison. In order to
determine if a test compound may be a catalytic topo Il inhibitor, its ability to
antagonize the clastogenicity of the known topo Il poisons, etoposide or DOX, was
assessed as above. Reduction of etoposide- or DOX-dependent clastogenicity by the test

compound suggests that the intercalating agent may be a catalytic inhibitor of topo II.

4. Assay in yeast — Drop Test

With the objective to verify a possible difference in the sensitivity to DPDT among
yeast strains, we used wild type (WT) and mutant strains with disruption of gene coding
for topoisomerase 1 or 3. Cells were grown at 30°C in a YEL medium until the
stationary phase, collected by centrifugation and washed 2x in distilled water. The cell
number was determined using a Neubauer chamber. After washing, the cells were
diluted between 108 and 10° cells/ml and aliquots of 10 pL of each dilution were applied
on plates of synthetic medium solidified with agar 2%, containing different
concentrations of DPDT (1, 5 and 10uM). The plates were incubated at 30° C for 48h.
Subsequently the plates were analyzed qualitatively by visual difference in the growth

of the colonies (Supplementary Figure 2).
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DISCUSSAO

O teldrio é encontrado no ambiente nas formas elementar (Te®), telureto (Te*),
telurito (TeOs%), telurato (TeO,*) e formas organicas sintéticas como ditelureto de
dimetila (CH3TeCHjs) e o ditelureto de difenila (PhTe),.

Devido a ampla utilizagdo deste elemento na industria e na agricultura a
exposicdo ocupacional ao Te pode ocorrer em individuos que trabalham na producao
destes materiais. Blackadder e Manderson (1975), demonstraram que trabalhadores
expostos a vapores de fusdo da liga de cobre-telirio tém experimentado efeitos
adversos. Devido ao fato de que produtos contendo tellrio sdo descartados em aterros
sanitarios, a exposicdo humana atraves do solo e da agua provavelmente ird crescer com
0 aumento da sua utilizacdo. A acumulacao de teldrio em plantas ocorre principalmente
nos membros do género Allium, tendo cebola e alho como os principais representantes,
portanto a exposicdo ao teldrio pela ingestdo desses vegetais representa uma
possibilidade viavel (Larner, 1995). Considerando estas informacdes, é de extrema
importancia a determinacdo da toxicidade associada a compostos telurados e o
conhecimento dos seus mecanismos, devido a crescente exposicdo ambiental e
ocupacional a estas substancias.

Embora compostos contendo telurio sejam geralmente toxicos, possuem
relevantes efeitos biologicos e farmacoldgicos. Estudos com compostos
organotelurados, como teluretos de diarila, mostraram possivelmente possuir atividade
mimeética de glutationa peroxidase (para revisao, ver Nogueira, et al., 2004). Assim ha
um grande interesse nos estudos de investigacdo destes compostos como agentes
quimiopreventivos. Este semi-metal, compartilha caracteristicas quimicas Unicas com

outro calcogénio, o selénio. Neste sentido, de modo similar a compostos
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organoselenados, compostos organotelurados tém sido descritos como citotoxicos e
capazes de induzir morte celular por apoptose (Sailer, et al., 2003).

A toxicidade do ditelureto de difenila (DTDF) tem sido investigada em varios
estudos in vivo e in vitro, tal como o trabalho realizado por Meotti et al., (2003) em que
foi observado o DTDF sendo o composto mais toxico entre os organocalcogénios em
rim e figado em modelos murinos. Este composto também €é considerado um agente
teratogénico, pois causa vérias anormalidades morfologicas no desenvolvimento de
fetos de ratos(Stangherlin, et al., 2005).

Resultados prévios do nosso grupo de pesquisa com o DTDF indicaram que este
composto foi capaz de causar mutacdo de alteracdo de quadro de leitura (frameshift
mutation) na levedura S.cerevisiae e na bactéria S. typhimurium, e formacdo de DSBs
em ceélulas V79, provavelmente indicando um possivel potencial intercalante desta
molécula (Degrandi, et al., 2010). Assim, decidiu-se investigar 0s mecanismos de
reducdo da viabilidade celular pela exposicdo ao DTDF, avaliando o tipo de morte
celular (apoptose/necrose), influéncia na progressdao do ciclo celular e a possivel
inibicdo de topoisomerases.

Primeiramente, foi investigada no Capitulo | a citotoxicidade do DTDF pelo
ensaio de MTT, sendo observada uma significante diminuicao da viabilidade celular nas
concentragdes de 1, 5 e 10 uM de maneira dose-dependente (Fig, 2) . Convém salientar
gue neste contexto, recentemente Roy e Radej (2011), utilizando o mesmo ensaio
mostraram que o DTDF diminui a viabilidade celular em uma faixa de concentracdo de
0,24 - 250uM em astrocitos de ratos.

Devido a diminuicdo da viabilidade celular mostrada anteriormente, foi
verificada a ocorréncia de apoptose e necrose, pela analise morfolégica de coloracédo

diferencial com laranja de acridina e brometo de etideo. Neste ensaio foi observado um
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aumento de apoptose a partir do tempo de 2h nas concentra¢es 5puM e 10uM e necrose
a partir do tempo de 4h na concentragdo mais alta. Para confirmar se a morte celular das
células tratadas com DTDF estava realmente ocorrendo por apoptose, ensaios baseados
em luminescéncia foram utilizados para a deteccdo da atividade de caspases 3/7. N0ss0s
resultados confirmaram que a apoptose observada nas células tratadas ocorrem com a
ativacdo de caspases 3/7, sendo mostrado um aumento na atividade da enzima em
relagcdo ao aumento da concentracéo nos tempos de 2h, 4h e12h, e o pico da atividade da
enzima ocorrendo no tempo de 12h.

Estudos recentes tém reforcado a potencial habilidade dos compostos
organotelurados de induzir apoptose. Sailer et al.,(1998, 2003, 2004) demonstraram a
inducdo de morte celular por apoptose na linhagem de céelulas promielociticas humanas
(HL-60). Abondanza et al. (2008) encontraram em celulas HL60 expostas ao composto
organotelurado (RT-04) a ativacdo das enzimas caspases -3, -6, € -9 e um aumento na
fragmentacdo do DNA. Similarmente Frei et al.,(2008) encontraram um significante
aumento na forma ativa de caspase -3 em ceélulas Jurkat tratadas com o composto
telurado AS 101. Interessantemente, a evidéncia de um mecanismo pro-apoptético da
acdo do DTDF foi mostrado pela reducdo da fosforilacdo/atividade de Akt em fatias
estriais de animais injetados (Heimfarth, et al., 2012). A via de sinalizacdo PI3K-Akt
desempenha um papel critico na regulacdo da apoptose e do ciclo celular (Chang, et al.,
2003). Akt blogueia a morte celular tanto por incidir sobre a maquinaria de morte
celular quanto através da regulacdo da expressao de genes envolvidos na morte celular e
sobrevivéncia (Koh, et al., 2004). Zhou et al.,(2000) descreveu que a atividade de Akt
pode inibir a ativacdo das caspases-9 e -3 por modifica¢bes pos-traducionais de um fator
citosdlico downstream do citocromo ¢ antes da ativacdo da caspase-9 (Cardone, et al.,

1998). Hayun et al., (2006) mostraram que a atividade de AS101 é exercida por meio de
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uma diminuicdo da ativacdo da Akt, inducdo da expressdo da proteina p21, 0 aumento
da fosforilagdo da CDK1 inibitoria e reducdo dos niveis de sobrevivéncia, levando a
inducdo de apoptose em células de mieloma multiplo. Portanto, a inibigdo pelo
mecanismo PI3K-Akt, o qual foi descrito para os organotelurados DTDF e AS101 pode
ser consistente com o observado insulto apoptético em células V79.

A maioria das abordagens antiproliferativas utilizadas até o momento sdo
destinadas a perturbar a dindmica do ciclo celular levando a parada do ciclo celular e
apoptose (Evan & Vousden, 2001). Assim, neste trabalho nés decidimos avaliar a
interacdo do DTDF no ciclo celular. Nossos resultados mostraram que este composto
provocou um aumento na porcentagem de células na fase S do ciclo celular, nas
concentracdes de 5uM e 10uM. Tambem foi realizada a analise de da porcentagem de
células em sub-G1, mostrando uma resposta dose-dependente, assim sendo um
indicativo de morte celular, confirmando nossos resultados de apoptose. Estudos
realizados com o organotelurado AS101 mostraram uma parada no crescimento em
G2/M e apoptose em celulas de mieloma mualtiplo (Naor, et al., 2012).
Consistentemente, os resultados apresentados em Sailer et al. (2003) mostram que 0
DTDF causa parada no ciclo celular nas fases S e G2/M do ciclo celular.

Os nossos resultados indicam que DTDF interfere em processos celulares
importantes como replicacdo do DNA e possivelmente outros relacionados a diviséo
celular. Neste sentido, a acumulacdo de células tratadas com DTDF na fase S do ciclo
celular estd de acordo com o que foi relatado anteriormente para inibidores de
topoisomerase |, como por exemplo, a camptotecina que promove danos no DNA,
causando parada nas fases S e G2 do ciclo celular (Xiao, et al., 2003). Foi descrito que
inibidores de topoisomerase Il provocam parada no ciclo celular de mamiferos na fase

S, resultando em apoptose (Clark & Slevin, 1987, Barry, et al., 1993, Walsby, et al.,
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2011). Também tem sido observado que um aumento na sensibilidade a inibidores da
topoisomerase 1l promove um aumento na propor¢do de células na fase S ou fase GO/G1
(Johnson & Walker, 1999, Bailly, 2012). Curiosamente, os inibidores da topoisomerase
I1, tais como elipticina, induzem apoptose dependente da translocacdo e sinalizagéo da
Akt em células epiteliais cancerosas de pulmdo, sendo que este trabalho mostrou
também a parada nas fases S e G2/M do ciclo celular e um aumento das células em sub-
G1 o que esta de acordo com os nossos resultados(Fang, et al., 2009).

Compostos quimicos com topologia planar sdo frequentemente capazes de se
intercalar entre as bases de DNA (Snyder & Arnone, 2002). A intercalagdo induzida por
agentes que promovem genotoxicidade manifesta-se principalmente como mutacgdes de
alteracdo do quadro de leitura em sistemas bacterianos e leveduras e também como
clastogenicidade em sistemas de mamiferos (Snyder & Arnone, 2002). Assim essa
afirmacéo esta de acordo com (Degrandi et al., 2010), onde foi mostrada uma mutagéo
de alteracdo no quadro de leitura induzida por DTDF em S. typhimurium e S. cerevisiae
e um aumento de quebras no DNA por ensaio cometa neutro e aumento da frequéncia
de microndcleos. Por esta razdo, foi mostrado no presente trabalho, pelo ensaio de
potencializacdo do efeito da bleomicina, que o DTDF possui um possivel potencial
intercalante (Capitulo 11, Fig. 1A). O ensaio de amplificacdo do efeito da bleomicina
realizado com células V79 foi baseado na observacdo que a bleomicina se liga e cliva o
DNA em maior extensdo quando a topologia do sulco menor foi alterada pela ligacao de
um agente intercalante, podendo assim ser utilizado para identificacdo de compostos
com este tipo de acdo (Snyder & Arnone, 2002).

O ensaio indireto de avaliacdo da inibicdo de topoisomerase Il baseado na
formacdo de MN realizado conforme Snyder e Arnone (2002), evidenciou uma

interacdo do DTDF com a enzima topoisomerase Il como do tipo dos chamados
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“venenos de topoisomerase” (poison) (Capitulo Il, Figura 1C). Os venenos de
topoisomerase Il aumentam o0s niveis de complexos cliviveis DNA- enzima por
interacdo com a topoisomerase Il, e a interface proteina-DNA de uma forma ndo
covalente ou covalente com a modificacdo da estrutura da proteina e/ou do DNA
(McClendon & Osheroff, 2007). Compostos que possuem a agdo de “venenos de
topoisomerase”, como por exemplo, a doxorrubicina, m-amsacrina e a voreloxina tém
um potencial de intercalacdo e esta caracteristica é utilizada principalmente para
aumentar a afinidade da topoisomerase 11 com o complexo de clivagem com o DNA.
Esses “venenos” também sdo capazes de induzir parada do ciclo celular ou apoptose e
promover a inibicdo da proliferacdo(Hawtin, et al., 2010, Ketron, et al., 2012). Assim,
os inibidores da topoisomerase Il tém sido utilizados para o tratamento de uma
variedade de canceres, incluindo leucemia, sarcoma, céanceres de pulm&o, mama e
ovario (Chikamori, et al., 2010).

De modo a determinar a possivel interacdo da topoisomerase 1 e 3 com o DTDF,
avaliou-se a resposta de mutantes de S. cerevisiae deficientes nestas enzimas (fopi4 e
top3A) no tratamento com o DTDF. Desde que foi mostrado que o gene da
topoisomerase 1 ndo é essencial em leveduras (Benedetti, et al., 1993), este modelo
biolégico, com disrupgéo no gene que codifica Toplp, tem sido explorado para o estudo
de inibidores dessa enzima, tal como a camptotecina, na inducdo de morte celular,
avaliando a sensibilidade desta linhagem mutante na exposicdo a estes inibidores em
relacdo a linhagem selvagem (Nitiss & Wang, 1988, Bjornsti, et al., 1994, Knab, et al.,
1995). Os resultados dos ensaios de sobrevivéncia demonstram que foplA apresenta
resisténcia acentuada ao DTDF, possivelmente por esta molécula estar interagindo com
a proteina Topl. No entanto, as linhagens fop34 foram mais sensiveis, podendo este

fendtipo de sensibilidade estar relacionado com o fato da enzima participar na resolucéo
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da juncdo Holliday (Valenti, et al., 2012) e possivelmente na reparagdo por
recombinac¢do homologa (Symington & Gautier, 2011), que é uma das principais vias de
reparacdo de danos causados pelo DTDF (Degrandi, et al., 2010) (Capitulo I, Fig. 5;
Capitulo 11 Fig. 2).

A enzima topoisomerase 1 possui um papel importante na recombinagéo,
transcricdo e replicacdo do DNA. A camptotecina, um conhecido inibidor de
topoisomerase 1, estabiliza reversivelmente o complexo de clivagem por interferéncia
com a religacdo com a fita de DNA clivada (Hertzberg, et al., 1989). Intermediarios do
complexo de clivagem podem ser convertidos em quebras no DNA irreversiveis devido
a colisdo desses complexos com a maquinaria de replicacdo ou de transcricdo. Neste
sentido, foi mostrado que a forquilha de replicacdo do DNA colide com o complexo de
clivagem onde a topoisomerase 1 esta interagindo com a droga, e formando DSBs
quando a fita afetada serve como molde para a sintese da fita continua (lider), evento
chamado de replication fork run-off (Strumberg, et al., 2000). Esta replicacdo que
induz quebras duplas promove um desencadeamento de uma sinalizacdo de resposta a
danos do DNA, incluindo a ativacdo de proteinas quinases, fosforilacio de y-H2AX,
estabilizacdo de p53, reparo no DNA e mecanismos apoptoticos (Furuta, et al., 2003,
Sordet, et al., 2003, Pommier, et al., 2006, Huang, et al., 2010).

Outro estudo relacionado a toxicidade genética do DTDF foi realizado pelo
nosso grupo de pesquisa, em que Cruz et al. (In press) avaliaram o efeito do tratamento
com este composto no remodelamento da cromatina e na reparacdo de DNA, utilizando
linhagens da levedura S. cerevisiae deficientes em proteinas envolvidas nestes
Processos.

Nesse estudo, 0s ensaios de sobrevivéncia revelaram que Pso2p, apresentou um

papel importante na reparacdo de lesdes induzidas pelo DTDF. Isto pode sugerir que o
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tratamento com DTDF pode causar a formacdo de hairpin capped DSBs, ou outras
estruturas que bloqueiam a forquilha de replicacdo. Assim, Pso2p pode desenvolver um
papel principal no processamento dessas lesdes, proporcionando substratos para oS
mecanismos de reparacéo de DSBs.

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que a citotoxicidade do
DTDF em leveduras e em células V79, provavelmente sejam devido a habilidade deste
composto de interagir com topoisomerase 1 promovendo uma estabilizacdo do
complexo de clivagem e, consequentemente formacdo de DSBs durante a replicacdo.
Isto pode levar a parada no ciclo celular na fase S, provocando morte celular ou

reparagdo dos danos, permitindo, desta forma, a sobrevivéncia celular (Fig. 10).
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Figura 7. Modelo esquematico representando o mecanismo de acdo do DTDF.
Este modelo sugere que esse composto provavelmente interaja com enzima
topoisomerase 1  promovendo uma estabilizacdo do complexo de clivagem e,
consequentemente formacdo de DSBs durante a sintese da fita descontinua. Assim, pode
ocorrer parada no ciclo celular, provocando morte celular ou a reparacdo dos danos,

levando a sobrevivéncia celular.
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CONCLUSAO

Devido a poucas informacg6es disponiveis sobre 0s mecanismos que promovem a
reducdo da viabilidade celular com o DTDF, este trabalho torna-se uma interessante
fonte para acrescentar conhecimentos sobre os mecanismos de toxicidade deste
composto. Os resultados mostraram que este composto induziu parada no ciclo celular
na fase S e morte celular por apoptose ou necrose. O DTDF se mostrou um possivel
intercalante e inibidor de topoisomerases. A inibicdo destas enzimas pode provocar o
aumento de DSBs no DNA, interferindo em importantes processos celulares, como

replicacdo e transcricédo, levando a parada no ciclo e morte celular.

Conclusdes especificas:
1. O ditelureto de difenila apresentou um efeito citotoxico em celulas de

fibroblastos de pulméo de hamster chinés (V79) pelo ensaio de MTT.

2. O DTDF induziu parada no ciclo celular na fase S e um aumento da
porcentagem de células em sub-G1 em células V79, indicando morte celular,

visto pela citometria de fluxo.

3. A analise morfoldgica por coloracdo diferencial das células V79 e o aumento da
atividade das caspases 3/7 evidenciaram a ocorréncia de morte celular por

apoptose e necrose.

4. Resultados referentes ao ensaio de amplificacdo da bleomicina sugerem que o

DTDF possa apresentar efeito intercalante no DNA.
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Este composto também pode ter agcdo de “veneno de topoisomerase I17,

conforme determinado pelo ensaio de micronucleos.

. As linhagens de levedura S. cerevisiae deficientes em topoisomerase 1

apresentaram maior resisténcia ao DTDF.

Mutantes em topoisomerase 3 mostraram elevada sensibilidade ao DTDF.

. A sensibilidade da linhagem de levedura deficiente em Top3p e a tolerancia das
linhagens duplo mutante topIAtop3A ¢ simples mutante foplA sugerem que a
Top3p seja importante na reparacao das lesées no DNA provocada pelo DTDF

na interacdo com a Toplp.
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PERSPECTIVAS
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PERSPECTIVAS

Seria de importancia para o seguimento do trabalho, complementacdo dos
resultados e progresso do conhecimento a respeito dos mecanismos moleculares das
atividades biol6gicas de moléculas organoteluradas, em especial o0 DTDF, as seguintes

abordagens experimentais:

1. Promover investigacdes mais detalhadas a respeito da interacdo das enzimas
topoisomerases com o DTDF. Para tanto, sugere-se estudar a atividade das
enzimas topoisomerases | e Il por ensaios especificos com Kits para essas
topoisomerases.

2. Confirmar a formacdo de quebras duplas em linhagens de fibroblastos de
pulmdo de hamster chinés (V79) tratadas com DTDF pela expressdo do
marcador YH2AX.

3. Ampliar a investigacdo do papel do DTDF na inducao de apoptose em linhagens
celulares tumorais pelas seguintes técnicas: analise da fragmentacdo do DNA
internucleossomal por citometria de fluxo; avaliacdo das alteragdes no potencial
da membrana mitocondrial com uso de rodamina 123 em citdmetro de fluxo;
realizacdo medida da atividade da caspase 3/7. Ainda nessa abordagem
confirmar se a linhagens celulares normais e tumorais também participam da via
extrinseca da apoptose através da medida da atividade da caspase 8.

4. Realizar a avaliacdo pelo ensaio cometa do potencial genotdxico desse ditelureto

em camundongos, determinando o0s 6rgaos-alvo.
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