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RESUMO 

AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DE CALCOGENONUCLEOSÍDEOS DERIVADOS DA 

ZIDOVUDINA USANDO CÉLULAS SANGUÍNEAS COMO ALVO TOXICOLÓGICO 

AUTOR: Assis Ecker 

ORIENTADORA: Nilda Vargas Barbosa 

 

A zidovudina (AZT), um análogo do nucleosídeo timidina, é amplamente usado nos 

esquemas antirretrovirais e mais recentemente foi indicado, em associação com outros 

quimioterápicos, para o tratamento de alguns tipos de câncer. Pacientes em terapia com AZT 

vivenciam diversos efeitos colaterais ao longo do tratamento, a destacar as anormalidades 

hematopoiéticas. Em decorrência disso, a síntese de novas moléculas modificadas a partir da 

estrutura do AZT que exibam eficácia terapêutica e baixa toxicidade tem atraído o interesse da 

comunidade científica nos últimos anos. Com tais perspectivas, neste trabalho realizamos uma 

triagem para avaliar e comparar a toxicidade de três novos compostos derivados da molécula 

do AZT contendo porções de selênio, os calcogenonucleosídeos 5’-(4-

Clorofenilseleno)zidovudina (SZ1), 5’-(Fenilseleno)zidovudina (SZ2) e 5’-(4-

Metilfenilseleno)zidovudina (SZ3) em células mononucleares de sangue periférico (PBMCs) 

quiescentes e estimuladas com fitohemaglutinina (PHA) e em eritrócitos isolados de sangue 

humano. As PBMCs foram expostas aos análogos e ao AZT nas concentrações de 10 a 200µM 

por 24 e 72h. Para eritrócitos e membranas isoladas (Ghosts), a exposição foi de 3 e 12h em 

concentrações que variaram de 10 a 500µM. Parâmetros inflamatórios, de viabilidade celular, 

morte celular e estresse oxidativo foram avaliados após os respectivos tratamentos. A fim de 

analisar a toxicidade dos compostos in vivo, camundongos adultos receberam uma única dose 

dos análogos e do AZT (100µmol/kg, s.c.) e 72h após a administração, biomarcadores 

hepáticos/renais foram analisados. A exposição ao SZ1 causou perda de viabilidade, aumento 

da produção de espécies reativas, atraso no ciclo celular, apoptose e aumento na expressão e 

produção de citocinas pró-inflamatórias em PBMCs quiescentes. A maioria desses efeitos 

também foi observado nas células expostas ao SZ2. O AZT e o SZ3 não causaram toxicidade 

significativa em PBMCs quiescentes. Achados similares foram encontrados em PBMCs 

estimuladas com fitohemaglutinina. Em eritrócitos, o SZ1 induziu hemólise e aumentou a 

fragilidade da membrana. A geração de espécies reativas e a peroxidação lipídica em ghosts 

também foram significativamente aumentadas nas células após exposição às concentrações 

mais altas de SZ1. A atividade das enzimas δ-ALA-D e Na+/ K+-ATPase foi inibida pelo SZ1 

e SZ2. Além disso, ambos os derivados causaram eriptose, morte celular caracterizada pela 

translocação de fosfatidilserina para a superfície da membrana. O AZT e o SZ3 também não 

induziram efeitos tóxicos significativos em eritrócitos. In vivo, a exposição ao AZT e análogos 

não alterou o peso corporal dos animais e marcadores bioquímicos séricos de função renal e 

hepática. No entanto, o peso relativo do fígado, rins e baço foi alterado nos animais tratados 

com AZT, SZ1 e SZ2. Os resultados obtidos nesta pesquisa mostram que os derivados SZ1 e 

SZ2, contendo porções de clorofenilseleno e fenilseleno, respectivamente, foram tóxicos para 

PBMCs em diferentes fases de divisão, assim como para eritrócitos, provocando respostas 

celulares associadas com desbalanço redox, apoptose e inflamação. Por outro lado, o análogo 

SZ3 exibiu um perfil de efeitos similar ao AZT, emergindo assim como um promissor candidato 

para a ser testado em pesquisas com infecções virais e/ou câncer, onde o AZT é considerado o 

terapêutico modelo.  

 

Palavras-Chaves: Nucleosídeos; Zidovudina; calcogenonucleosídeos; selênio; células 

mononucleares; eritrócitos. 



 
 

ABSTRACT 

 

EVALUATION OF THE EFFECTS OF ZIDOVUDINE DERIVATIVES 

CALCOGENONUCLEOSIDES USING BLOOD CELLS AS TOXICOLOGICAL 

TARGET 

AUTHOR: Assis Ecker 

ADVISER: Nilda Vargas Barbosa 

 

Zidovudine (AZT), a thymidine derivative, is widely used in antiretroviral regimens and more 

recently it has been indicated, in combination with other chemotherapeutics, for the treatment 

of some types of cancer. Patients under therapy with zidovudine (AZT) have experienced 

several side effects, highlighting the hematopoietic abnormalities. Consequently, the synthesis 

of new molecules modified from the structure of AZT that may present high therapeutic efficacy 

and low toxicity has attracted the interest of the scientific community in recent years. Taking 

into consideration these perspectives, we performed a screening to evaluate and compare the 

toxicity of three new compounds derived from the AZT molecule containing portions of 

selenium, the chalcogenonucleosides 5 '-(4-Chlorophenylselene)zidovudine (SZ1), 5'- 

(Phenylselene)zidovudine (SZ2) and 5 '-(4-Methylphenylselene)zidovudine (SZ3) in resting 

and stimulated mononuclear cells and erythrocytes isolated from human blood. PBMCs were 

exposed to AZT and derivatives at concentrations of 10 to 200μM for 24 and 72h. For 

erythrocytes and isolated membranes (Ghosts), the exposure occurred for 3 and 12h at 

concentrations ranging from 10 to 500μM. Cell viability, cell death, oxidative stress and 

inflammatory parameters were evaluated after the respective treatments. In order to analyze the 

toxicity of the compounds in vivo, adult mice received a single dose of AZT and derivatives 

(100μmol/kg, s.c.) and 72h after the administration, liver and renal biomarkers were analyzed. 

Exposure to SZ1 caused loss of viability, increased production of reactive species, delayed cell 

cycle, apoptosis and increased expression and production of proinflammatory cytokines in 

quiescent PBMCs. Most of these effects were also induced by SZ2. AZT and SZ3 did not cause 

significant toxicity in quiescent PBMCs. Similar results were found in PBMCs stimulated with 

phytohemagglutinin. In erythrocytes, SZ1 induced hemolysis and increased membrane fragility. 

Reactive species generation and lipid peroxidation in erythrocytes ghosts were also 

significantly increased in cells after exposure to the highest concentrations of SZ1. The activity 

of δ-ALA-D and Na+/ K+-ATPase enzymes was inhibited by SZ1 and SZ2. In addition, both 

derivatives caused eriptosis, cell death characterized by the translocation of phosphatidylserine 

to the membrane surface. AZT and SZ3 did not induce significant toxic effects on erythrocytes. 

In vivo, exposure to AZT and derivatives did not alter the body weight of mice and serum 

biochemical markers indicative of renal and hepatic function. However, the relative weights of 

liver, kidney and spleen were modified in animals treated with AZT, SZ1 and SZ2. These results 

show that derivatives SZ1 and SZ2, containing portions of chlorophenylselene and 

phenylselene, respectively, were toxic to PBMCs in different stages of division, as well as to 

erythrocytes, provoking cellular responses associated with redox imbalance, apoptosis and 

inflammation. On the other hand, SZ3 derivative exhibited AZT-like properties, emerging as a 

promising candidate to be tested in studies focusing on viral infections and/or cancer, where 

AZT is considered the therapeutic model. 

 

Keywords: Nucleosides; Zidovudine; chalcogenonucleosides; selenium; mononuclear cells; 

erythrocytes. 



 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

 

INTRODUÇÃO E REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Figura 1 - Derivados de nucleosídeos utilizados na clínica....................................................... 16 

Figura 2 - Estrutura geral dos nucleosídeos............................................................................... 18 

Figura 3 - Mecanismos de transporte e ativação intracelular de análogos de 

nucleosídeos.............................................................................................................................  20 

Figura 4 - Ciclo de vida do HIV e alvos farmacológicos dos antirretrovirais........................... 30 

Figura 5  - Inibidores da transcriptase reversa do HIV-1.......................................................... 32 

Figura 6 - Mecanismo de ação do AZT .................................................................................... 34 

Figura 7 - Principais vias envolvidas no metabolismo do AZT................................................ 37 

Figura 8 – Síntese de organocalcogênios derivados do AZT.................................................... 49 

Figura 9 - Desenho experimental.............................................................................................. 56 

 

 

ARTIGO  

 

Figura 1 - Chemical structures of AZT and Se-derivatives.…….…………………......……... 60 

Figura 2 - Viability of resting PBMCs exposed to AZT and Se-derivatives for 24 and 

72h………………….…………………………………………….…………….....…….….... 62 

Figura 3 - RS levels in resting PBMCs exposed to AZT and Se-derivatives for 24 and 70 

h.………….…………………………………………………………………...........….…….. 63 

Figura 4 - Cell size and granularity of resting PBMCs exposed to AZT and Se-derivatives for 

24 and 72 h.………………………………………………………………............................... 64 

Figura 5 - Percentage of Annexin V/PI positive resting PBMCs after treatment with AZT and 

Se-derivatives for 72 h.……………………………………………………............................. 65 

Figura 6 - Percentage of Annexin V/PI positive PHA-stimulated PBMCs after treatment with 

AZT and Se-derivatives for 72 h...……………………………………………………...…..... 65 

Figura 7 - Cell cycle distribution of resting PBMCs exposed to AZT and Se-derivatives for 

72h…….……………………………………………………………………………...…..….. 66 

Figura 8 - Cell cycle distribution of PHA-stimulated PBMCs exposed to AZT and Se-

derivatives for 72h……………………..………………………………….............................. 67 



 
 

Figure 9. Relative transcript levels of apoptosis responsive genes in resting PBMCs exposed to 

AZT and Se-derivatives for 72 h………………………………………………….…….........  68 

Figure 10 - Relative transcript levels of apoptosis responsive genes BAX and Bcl-2 in PHA-

stimulated PBMCs exposed to AZT and Se-derivatives for 72 h…………………………….. 69 

Figure 11 - Relative transcript levels of inflammatory responsive genes in resting PBMCs 

exposed to AZT and Se-derivatives for 72 h……………………………….……………..….. 70 

 

 

MANUSCRITO  

 

Figura 1 - Chemical structure of AZT and Se-derivatives ..........................................……….. 80 

Figura 2 - Effect of AZT and Se-derivatives on hemolytic parameters in 

erythrocytes………………..………………………………………………...……….…….... 90 

Figura 3 - Effect of AZT and Se-derivatives on erythrocytes oxidative 

balance.………………………………………………………………………..……….…….. 91 

Figura 4 - Effect of AZT and Se-derivatives on the activity of sulfhydryl-containing 

enzymes.…………………………………………………………………………..………..... 92 

Figura 5 - Effect of AZT and Se-derivatives on erythrocytes morphology and 

death……....……………………….……………………………………………….……..…. 93 

Figura 6 - Graphical abstract ………...……………….………………………….........…..…. 95 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE TABELAS 

 

 

INTRODUÇÃO E REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Tabela 1 - Nucleosídeos com atividade antitumoral aprovados pelo FDA e em fase de estudos 

clínicos..................................................................................................................................... 24 

Tabela 2 - Atividade antirretroviral e antitumoral de diferentes classes de derivados do 

AZT.......................................................................................................................................... 39 

Tabela 3 - Papel das selenoproteínas em doenças humanas...................................................... 43 

Tabela 4 - Envolvimento da suplementação com selênio em diferentes patologias.................. 45 

 

 

ARTIGO 

 

Tabela 1 - Oligonucleotide Sequences Used for RT-qPCR Analysis…………………..…….. 61 

Tabela 2 - Profile of Secreted Cytokines From Resting PBMCs Cultured With AZT and Se-

Derivatives…………………………………………………………………...…………….... 71 

Tabela 3 - Organ/Body Weight Ratio (g) of Mice Acutely Treated With AZT and Se-

Derivatives………………………………………………………………………………...… 72 

 

 

MANUSCRITO 

 

Tabela 1 - Summarized data showing the effects of AZT and Se-derivatives on erythrocytes 

parameters................................................................................................................................ 94 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 

 

5-FU   5-Fluorouracil 

δ-ALA-D  δ-Aminolevulinato desidratase 

AIDS   Síndrome da imunodeficiência adquirida 

ALA    5-ácido aminolevulínico 

ALP   Fosfatase alcalina 

ALT/TGP  Alanina aminotransferase 

AMT   3'-amino-3'-desoxitimidina 

ANOVA  Análise de variância 

ARs   Antirretrovirais 

AST/TGO  Aspartato aminotransferase 

AZT   Zidovudina; 3'-Azido-3'-deoxitimidina 

BAD   Protetor de morte associado ao Bcl-2 

BAX   Proteína X associada ao Bcl-2 

BSA   Albumina sérica bovina 

CA   Câncer 

CAPES  Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior 

CASP   Caspase 

CEP UFSM  Conselho de Ética em Pesquisa da Universidade Federal de Santa Maria 

CNPq   Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e Tecnológico 

DCFH-DA  2’7’-diclorofluoresceína diacetato 

DOT1L  Disruptor de silenciamento telomérico do tipo 1 

DHR-123  Dihidrorodamina-123 

DMSO   Dimetilsulfóxido 

DNA   Ácido desoxirribonucleico 

DTNB:   Ácido 2-nitrobenzóico (5,5'-Dithiobis) 

DTT   Ditiotreitol 

dTMP   Timidina monofosfato 

dUMP   Deoxiuridina monofosfato 

EDTA   Ácido etilenodiaminotetracético 

EF   Concentração efetiva 

FAPERGS  Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado do Rio Grande do Sul 

FBS   Soro fetal bovino 

Fe   Ferro 

GAPDH  Gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase 

GPx   Glutationa peroxidase 

GZDV   5'-glucuronil zidovudina 

HAART  Terapia antirretroviral altamente ativa 

HIV   Vírus da Imunodeficiência Humana 

HTLV-1  Vírus lintrofotrópico de células T humano tipo 1 

FDA   Food and Drug Administration 

HepG2   Linhagem celular derivada de hepatócitos humanos 

H2O2   Peróxido de hidrogênio 

IAV   Vírus da Influenza A 

IL   Interleucina 

INF-γ   Interferon-gama 

ITRN; NRTI  Inibidores da transcriptase reversa análogos a nucleosídeos 

ITRNt; NtRTI  Inibidores da transcriptase reversa análogos a nucleotídeos 



 
 

LCR   Líquido cefalorraquidiano 

LDH   Lactato desidrogenase 

LLA   Leucemia linfóide aguda 

LLC   Leucemia linfóide crônica 

LMA   Leucemia Mielóide aguda 

Mcg   Micrograma 

MDA   Malondialdeído 

MgCl2   Cloreto de magnésio 

MTT   Brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazólio 

NaCl   Cloreto de sódio 

NADH   Dinucleotídeo de nicotinamida e adenina 

NAE   Enzima ativadora de NEDD8 

Na2HPO4  Fosfato de sódio dibásico 

Na+/K+ ATPase Bomba sódio-potássio 

NDPK   Nucleotídeo difosfato kinase 

NH4Cl   Cloreto de amônio 

NF-κB   Fator nuclear kappa B 

NPSH   Tióis não proteicos 

Nrf2   Fator nuclear eritróide 2 - relativo ao fator 2 

OH   Grupo hidroxila 

OH•-   Radical hidroxila 

OF   Fragilidade Osmótica 

O2   Oxigênio 

PBMCs  Células mononucleares de sangue periférico 

PBS   Tampão fosfato-salino 

PD-1   Proteína de morte celular 1 

pH   Potencial hidrogeniônico 

PHA   Fitohemaglutinina 

PI   Iodeto de propídio 

Pi   Fosfato inorgânico 

PS   Fosfatidilserina 

RBCs   Células vermelhas do sangue 

Rho-123  Rodamina-123 

RNA   Ácido ribonucléico 

RNAm; mRNA RNA mensageiro 

RNAr; rRNA  RNA ribossômico 

RNAt; tRNA  RNA transportador 

RS   Espécies reativas  

RT   Transcriptase Reversa 

S   Enxofre 

SDS   Dodecil sulfato de sódio 

Se   Selênio 

Se-proteína  Seleno-proteína 

SOD   Superóxido dismutase 

SNC   Sistema Nervoso Central 

SZ1    5’- (4-Clorofenilseleno)zidovudina 

SZ2   5’- (Fenilseleno)zidovudina 

SZ3   5’- (4-Metilfenilseleno)zidovudina 

TBARS  Substâncias Reativas ao ácido tiobarbitúrico 

TCA   Ácido tricloroacético 



 
 

Te   Telúrio 

TFK   Tampão fosfato de potássio 

TK   Timidina Kinase 

TmK   Timidilato Kinase 

TNF-α   Fator de Necrose Tumoral 

TrxR:    Tioredoxina redutase 

Tris   Trisaminometano 

UGT   UDP glucuronosiltransferase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO ............................................................................................................... 15 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA ....................................................................................... 18 

2.1      Nucleosídeos .............................................................................................................. 18 

2.2      Análogos de nucleosídeos .......................................................................................... 19 

2.3      Análogos de nucleosídeos no tratamento do câncer................................................... 22 

2.4      Análogos de nucleosídeos e infecções virais ............................................................. 27 

2.5      Terapia antirretroviral ................................................................................................ 28 

2.6 Inibidores da transcriptase reversa análogos à nucleosídeos (ITRNs) e nucleotídeos 

(ITRNts) ................................................................................................................................ 31 

2.7 Zidovudina (AZT) ...................................................................................................... 33 

2.8 Farmacocinética do AZT ........................................................................................... 36 

2.9 AZT como fármaco antitumoral e o interesse em seus análogos .............................. 38 

2.10 Selênio ....................................................................................................................... 40 

2.11 Selênio e doenças humanas ........................................................................................ 42 

2.12 Selênio e infecções virais ........................................................................................... 44 

2.13 Selênio e câncer ......................................................................................................... 46 

2.14 Compostos orgânicos de selênio ................................................................................ 47 

2.15 Compostos orgânicos de selênio derivados do AZT ................................................. 49 

2.16 Células sanguíneas como modelo experimental em pesquisas toxicológicas ............ 51 

3 JUSTIFICATIVA .......................................................................................................... 544 

4 OBJETIVOS .................................................................................................................. 555 

4.1     OBJETIVO GERAL ................................................................................................... 55 

4.2     OBJETIVOS ESPECÍFICOS ...................................................................................... 55 

5 ARTIGOS CIENTÍFICOS ............................................................................................. 57 

5.1 ARTIGO ...................................................................................................................  58 

5.2 MANUSCRITO ......................................................................................................... 76 

6 DISCUSSÃO .................................................................................................................. 104 

7 CONCLUSÕES ............................................................................................................. 109 

8 PERSPECTIVAS .......................................................................................................... 110 

9 REFERÊNCIAS ............................................................................................................ 111 

 

  



 
 

APRESENTAÇÃO 

 

Esta tese está dividida em alguns itens. No item INTRODUÇÃO é apresentado um 

referencial teórico sucinto sobre os principais temas abordados no trabalho. No item REVISÃO 

BIBLIOGRÁFICA é apresentada uma revisão da literatura sobre os temas abordados e 

relacionados à tese. Após, são apresentados uma JUSTIFICATIVA para a realização desta 

pesquisa bem como os OBJETIVOS, tanto gerais quanto específicos da mesma. 

A metodologia utilizada e os resultados obtidos estão expostos na forma de um artigo 

científico e um manuscrito, os quais se encontram no item ARTIGOS CIENTÍFICOS. Tanto o 

artigo quanto o manuscrito estão subdivididos nas seções Introdução, Materiais e Métodos, 

Resultados, Discussão e Referências Bibliográficas. 

Os itens DISCUSSÃO e CONCLUSÕES, que compõem a parte final da tese, 

apresentam interpretações e comentários gerais sobre o artigo e o manuscrito contidos neste 

trabalho. As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS se referem somente às citações que 

aparecem nos itens INTRODUÇÃO, REVISÃO BIBLIOGRÁFICA, DISCUSSÃO e 

CONCLUSÕES. As demais referências bibliográficas estão presentes tanto no artigo quanto no 

manuscrito.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Uma grande variedade de fármacos baseados em nucleosídeos têm sido clinicamente 

usados contra infecções virais e diversos tipos de câncer (BONATE et al., 2006; GORE; 

JONES; KIRKPATRICK, 2006; ISSA; KANTARJIAN, 2005). Alguns destes nucleosídeos são 

mandatórios no tratamento moderno contra a infecção pelo vírus da imunodeficiência humana 

(HIV). O 3'-Azido-3'-deoxitimidina ou zidovudina (AZT), um nucleosídeo análogo 

sintético do desoxinucleosídeo timidina, foi o primeiro fármaco aprovado pelo FDA 

(Food and Drug Administration) para o tratamento do HIV e recentemente foi 

autorizado pelo ministério da saúde para o tratamento de  linfoma de células T associado 

ao HTLV-1 no Brasil ((D’ANDREA; BRISDELLI; BOZZI, 2008; DATTA et al., 2006); 

CONITEC/2015-Ministério da Saúde). No entanto, cepas de HIV acabam frequentemente 

adquirindo mutação com o uso constante do AZT, sendo necessária a troca do medicamento 

por outro antirretroviral (REN et al., 1998). Propriedades farmacocinéticas sub-ótimas e sua 

toxicidade também acabam limitando o uso clínico do AZT (ALVAREZ LOSADA; CANTÓ-

NOGUÉS; MUÑOZ-FERNÁNDEZ, 2002). Dentre os efeitos tóxicos, supressão da medula 

óssea, desordens mitocondriais, miopatia, acidose lática e anormalidades hepáticas são bem 

frequentes em pacientes que usam AZT (RICHMAN et al., 1987; STAGG et al., 1992). 

 Devido a isso, moléculas análogas a nucleosídeos vêm sendo sintetizadas e investigadas 

quanto à eficácia terapêutica contra infecções virais e câncer. Há resultados animadores na 

literatura mostrando a eficácia e segurança de muitos análogos em testes in vitro 

(KUKHANOVA et al., 2008; SOLYEV et al., 2012; VASILYEVA et al., 2015a; WANG et al., 

2014). Infelizmente, apenas poucos compostos com esta proposta foram aprovados para o uso 

em humanos, destacando-se a molécula 5’ monofosfatada de AZT (Fosfazida, Nikavir®), 

licenciada pela federação Russa em 1999 como um fármaco utilizado na prevenção e tratamento 

da infecção pelo HIV, e os análogos de nucleosídeos: decitabina (GORE; JONES; 

KIRKPATRICK, 2006), clofarabine (BONATE et al., 2006) e 5-azacitidina (ISSA; 

KANTARJIAN, 2005), aprovados para o tratamento de síndromes leucêmicas e 

mielodisplásicas (Figura 1). Em particular, inúmeros pro-fármacos derivados a partir do AZT 

também têm sido testados quanto à atividade contra cepas de HIV-1 e HIV-2 e potencial 

antitumoral em células cancerosas in vitro, muitos deles mostrando potencial farmacológico 

superior ao AZT. A tentativa é descobrir novas moléculas com eficácia terapêutica superior ao 

AZT, farmacocinética favorável e toxicidade menor comparada aos medicamentos utilizados 
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no tratamento moderno do HIV e câncer. Embora muitos destes análogos apresentem atividade 

antirretroviral e antitumoral maior que o AZT em vários estudos, o perfil toxicológico dos 

compostos é pouco documentado na literatura. 

 

Figura 1: Derivados de nucleosídeos utilizados na clínica: Decitabina, Clofarabina e 

5’azacitidina são utilizados no tratamento de síndromes leucêmicas e mielodisplásicas. A 

fosfazida, derivada do AZT, foi licenciada pela Federação Russa e é utilizada para a infecção 

por HIV.      

 

   Recentemente Souza et al. (2015) e Mariano et al. (2016) avaliaram a citotoxicidade de 

uma nova classe de moléculas com porções de organocalcogênios contendo selênio, telúrio e 

enxofre, ligadas na posição 5’ do anel de ribose do nucleosídeo zidovudina. Os compostos 

exibiram efeitos que os os tornam atrativos para estudos em modelos de doenças humanas, 

dentre eles: 1) atividade antitumoral in vitro em células de carcinoma de bexiga humana (5637); 

2) considerável atividade tiol peroxidase-like e antiperoxidação lipídica in vitro; 3) maior 

lipofilicidade devido a substituição do grupo hidroxila (OH) do anel da zidovudina e 



17 
 

consequentemente maior facilidade para atravessar as membranas celulares, bem como a 

barreira hematoencefálica do SNC, sítio alvo de muitos vírus. Além disso, compostos com 

selênio na molécula são promissores  também do ponto de vista de que a deficiência deste 

micronutriente é uma característica muito comum em pacientes com diferentes patologias, 

incluindo aqueles infectados pelo HIV e isso tem sido associado com uma maior progressão da 

doença e alta taxa de mortalidade (DWORKIN, 1994; KUPKA et al., 2004; SANMARTIN et 

al., 2011). Níveis baixos de selênio plasmático foram detectados em pacientes  infectados no 

estágio inicial da doença, o que indica que a depleção de selênio já é um efeito precoce na 

infecção por HIV (MANTERO-ATIENZA et al., 1991). Particularmente no controle da 

infecção por HIV, tem-se sugerido que o selênio tem  um papel importante na inibição da 

transcriptase reversa do HIV, diminuindo a replicação viral (BALANSKY; ARGIROVA, 

1981). Tem sido demonstrado também que o selênio em quantidades  supranutricionais pode 

atuar como agente antiproliferativo, reduzindo a taxa de divisão celular em células cancerosas 

(DUNTAS, 2006; EL-BAYOUMY, 2001; SALONEN et al., 1984). 

   Células sanguíneas são amplamente utilizadas como sistema complementar para 

predizer a toxicidade de diversos compostos e também na investigação de mecanismos 

toxicológicos e/ou farmacológicos. Aproximadamente 80% dos genes expressos em muitos 

tecidos, como cérebro, fígado, pulmão ou estômago também são expressos nas células do 

sangue, aspecto que faz deste um sistema eficaz para traçar o perfil toxicológico de novas 

drogas in vitro antes do uso in vivo (LIEW et al., 2006; POURAHMAD; SALIMI, 2015; 

FARAG; ALAGAWANY, 2018). A ampla variedade de funções que em conjunto os 

componentes sanguíneos executam também permite prever os efeitos de uma determinada 

droga em patologias e/ou vias de sinalização específicas. Por exemplo, leucócitos são células 

críticas no controle imunológico e portanto indicadores específicos de alterações em vias 

associadas a tal processo.  Eritrócitos, devido a diferenciada constituição celular, são potentes 

indicadores de danos oxidativos e portanto células com um perfil adequado para a triagem de 

drogas com potencial oxidante (FARAG; ALAGAWANY, 2018).  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Nucleosídeos 

 

   O termo nucleosídeo foi introduzido por Levene e Jacobs em 1909 e está originalmente 

associado com ácidos nucleicos, por causa da hidrólise da qual eles foram isolados pela primeira 

vez (LODISH, 2000). Os nucleosídeos naturais são constituídos pela associação de bases 

purinas (adenina e guanina) ou pirimidina (citosina, uracil e timina), com um resíduo de pentose 

(β-D-ribofuranose ou β-D-deoxiribofuranose) através da ligação β-N1 glicosídica, sem a 

presença de fosfato (Figura 2) (BLOOMFIELD; CROTHERS; TINOCO, 2000). As células e 

os fluidos extracelulares em organismos contêm pequenas concentrações de nucleosídeos. No 

interior da célula, estes podem ser fosforilados por quinases específicas no álcool primário do 

açúcar (-CH2-OH), formando nucleotídeos. Dessa forma, os nucleotídeos se diferenciam dos 

nucleosídeos por possuírem um, dois ou três grupos fosfato esterificados na hidroxila 5' 

(LODISH, 2000). 

 

 

Figura 2: Estrutura geral dos nucleosídeos. Nucleosídeos são moléculas formadas pela 

ligação de bases nitrogenadas (adenina, guanina, timina, citosina e uracil) a um anel de ribose 

no caso do DNA (adenosina, guanosina, timidina, citidina ou uridina) ou desoxirribose no caso 

do RNA (desoxiadenosina, desoxiguanosina, desoxitimidina, desoxicitidina ou desoxiuridina). 
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  Nucleotídeos e nucleosídeos naturais desempenham papel central em muitos processos 

biossintéticos e regulatórios. São importantes moléculas que atuam como unidades estruturais 

de ácidos nucleicos, importantes nos processos de conservação, replicação e transcrição da 

informação genética (BLACKBURN, 2006). A transferência da informação na célula (baseada 

na complementariedade guanina-citosina e adenina-timina ou uracila) é efetuada devido aos 

ácidos ribonucleicos. O DNA no núcleo é transcrito em RNA mensageiro (RNAm), que é 

transportado ao citoplasma onde é traduzido em proteínas pelos ribossomos. Esse processo 

envolve transferência de RNA transportadores (RNAt) que atuam como moléculas adaptadoras 

no processo de síntese de proteínas, uma vez que elas definem a posição dos aminoácidos de 

acordo com a sequência de bases do RNAm. (BLOOMFIELD; CROTHERS; TINOCO, 2000). 

    

 

2.2 Análogos de nucleosídeos   

 

   Um dos avanços mais notórios na medicina recentemente tem sido a descoberta de 

análogos de nucleosídeos usados no tratamento de diversas doenças. O entendimento 

cumulativo dos eventos de replicação viral e celular tem possibilitado identificar compostos 

que possam interferir seletivamente com as funções de vírus e células malignas. Dentre estes 

compostos, os análogos de nucleosídeos recebem enorme destaque (SQUIRES, 2001). 

   As duas rotas principais de administração dos diferentes análogos de nucleosídeos 

usados como fármacos são por infusão intravenosa e oral (SHELTON et al., 2016). Durante o 

transporte destas moléculas através das membranas celulares, as difusões facilitadas são as mais 

utilizadas. A difusão passiva é limitada apenas para análogos de nucleosídeos parentais. Alguns 

pró-fármacos análogos de nucleosídeos no entanto, podem entrar na célula independente de 

transportadores (ZHANG et al., 2007). 

   Após o transporte através da membrana plasmática, os análogos de nucleosídeos sofrem 

uma fosforilação inicial ou no caso de bases análogas, sofrem ribosilação seguida de 

fosforilação, a fim de gerar formas de nucleosídeos-5'-monofosfatos, que é muitas vezes o passo 

limitante dentro da célula no processo para gerar metabólitos ativos (trifosfatados) (Figura 3) 

(DAMARAJU et al., 2003; SMAL et al., 2006). A célula usa principalmente quatro quinases 

para fosforilação do nucleosídeo-5'-monofosfato: 2'-desoxicitidina quinase, timidina quinase 1, 

timidina quinase 2, e desoxiguanosina quinase (AGOSTONI et al., 2013; VARGA; LIONNE; 

ROY, 2016). A fosforilação inicial é freqüentemente realizada pela 2'-desoxicitidina quinase. 

As células cancerosas geralmente expressam 2'-desoxicitidina quinase a um nível de proteína 
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de 3 a 5 vezes maior do que as células normais, proporcionando assim certo grau de seletividade 

a estas moléculas (MATSUDA; SASAKI, 2004).  

  

 

Figura 3: Mecanismos de transporte e ativação intracelular de análogos de nucleosídeos. 

Os análogos de nucleosídeos podem entrar na célula por transporte ativo ou passivo. As formas 

trifosfatadas podem servir como substrato para a síntese de DNA e RNA. As formas mono, di 

e  trifosfatadas podem inibir enzimas envolvidas no crescimento celular, como ribonucleotídeo 

redutase (RNR), purina nucleosídeo fosforilase (PNP), timidilado sintase (TS) ou adenosina 

desaminase (ADA), representando assim, um modo de ação secundário contra câncer e 

infecções virais (SHELTON et al., 2016). 

 

Os análogos de nucleosídeos-5'-trifosfatos são substratos para polimerases do DNA e 

podem ser incorporados no mesmo durante a replicação ou durante o sistema de reparo de DNA 

(excisão) (VAN ROMPAY; JOHANSSON; KARLSSON, 2000). Esses eventos ativam vários 

sensores de danos ao DNA que estimulam o reparo do DNA, impedem a progressão celular e 
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muitas vezes levam à apoptose (EWALD; SAMPATH; PLUNKETT, 2008). Uma vez que a 

maioria das células de câncer replicam seu genoma com mais frequência do que a maioria das 

células adultas normais, que são quiescentes e não sintetizam ativamente seu DNA, esse 

fenômeno permite um certo grau de seletividade de células cancerígenas à incorporação dos 

análogos de nucleosídeos (VARGA; LIONNE; ROY, 2016). Além disso, certos análogos de 

nucleosídeos-5'-trifosfatos podem ser incorporados no RNA, levando ao término da transcrição, 

e instabilidade do RNA mensageiro (RNAm) e RNA ribossômico (RNAr) (EWALD; 

SAMPATH; PLUNKETT, 2008; MATSUDA; SASAKI, 2004). 

 Análogos de nucleosídeos e nucleotídeos (mono-, di- ou trifosfatos) também podem 

inibir as principais enzimas celulares, proporcionando um modo de ação secundário que inibe 

o crescimento celular. Tais enzimas incluem ribonucleotídeo redutase, que remove o grupo 2'-

OH do açúcar da ribose para gerar 2'-desoxirribonucleosídeo difosfato, purina nucleosídeo 

fosforilase, que está envolvida no metabolismo de purinas, catalizando a fosforólise reversível 

de nucleosídeos de purina, e timidilato sintase que catalisa a conversão da deoxiuridina 

monofosfato (dUMP) à timidina monofosfato (dTMP) (MILES et al., 1998; PEREZ et al., 

2010). Estes inibidores promovem um desbalanço dos níveis de nucleotídeos necessários para 

a biossíntese do DNA e divisão celular. A sensibilidade da timidilato sintase aos inibidores por 

exemplo, é parte fundamental para o sucesso do tratamento de câncer coloretal, pancreático, 

gástrico e de mama (PETERS et al., 2002). Alguns análogos de nucleosídeos mais recentes, 

entretanto, exercem seu efeito anticancerígeno como antagonistas dos receptores de adenosina, 

ou por inibição de enzimas celulares que não estão envolvidas na síntese de ácidos nucleicos 

(SHELTON et al., 2016). Essas enzimas celulares incluem a enzima ativadora de NEDD8 

(NAE), que participa da degradação do sistema ubiquitina-proteossoma, que por sua vez 

controla a degradação de proteínas envolvidas em vias metabólicas importantes como o ciclo 

celular e por isso tem um papel importante nos processos celulares associados com crescimento 

e divisão de células cancerígenas; e a histona metiltransferase DOT1L (Disruptor of telomeric 

silencing 1-like), que está envolvida na ativação ou repressão da transcrição gênica através da 

metilação das histonas do DNA e consequente modificação da cromatina (SHELTON et al., 

2016; SOUCY et al., 2009). Desse modo, a inibição dessa enzima pelos análogos de 

nucleosídeos pode levar a alterações na progressão do ciclo celular, na reprogramação somática 

e no reparo do dano do DNA em células tumorais (SHELTON et al., 2016; SOUCY et al., 

2009).  
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2.3 Análogos de nucleosídeos no tratamento do câncer 

 

  O câncer é a segunda principal causa de morbidade e mortalidade em todo o mundo e 

foi responsável por 8,8 milhões de mortes em 2015 (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018). 

Globalmente, quase 1 em cada 6 mortes é causada por algum tipo de câncer e aproximadamente 

70% das mortes ocorrem em países de baixa e média renda (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 

2018). Previsões estimam que o número de novos casos aumente cerca de 70% nas próximas 2 

décadas. O uso do tabaco é o fator de risco mais importante para o aparecimento do câncer e é 

responsável por aproximadamente 22% das mortes por câncer; as infecções causadoras de 

câncer, como a hepatite e o vírus do papiloma humano (HPV), são responsáveis por até 25% 

dos casos de câncer em países de baixa e média renda (TORRE et al., 2016). Em 2017, menos 

de 30% dos países mais pobres tinham um sistema de tratamento e diagnóstico acessível. A 

situação para os serviços de patologia é ainda mais complicado, pois apenas 35% dos países 

pobres ofereciam o serviço no setor público, comparado a 95% dos países ricos (WHO, 2018). 

No mundo, a Ásia lidera em número de mortes, com 4,3 milhões em 2015; na Europa, o total 

foi de 413 mil, contra 530 mil na África (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018). O custo da doença 

tem sido cada vez maior e já soma US$ 1,1 trilhão em produtividade perdida e custos com 

seguros de saúde (TORRE et al., 2016). 

  O número de mortes no Brasil por conta de câncer aumentou 31% desde 2000 e 

chegou a 223,4 mil pessoas por ano no final de 2015 (ROCHA et al., 2017). O Brasil deve 

registrar cerca de 600 mil novos casos de câncer por ano em 2018 e 2019. O câncer de pele não 

melanoma é o mais frequente no país, e a segunda posição é ocupada pelo câncer de próstata, 

para homens, e de mama, para mulheres (ROCHA et al., 2017). A estimativa é de que o país 

sofra um prejuízo de US$ 4,6 bilhões anuais, o equivalente a R$ 15 bilhões e a 0,21% de toda 

a riqueza gerada (BARBOSA et al., 2015). 

  Atualmente, o tratamento padrão para o câncer pode incluir diversos procedimentos 

dependendo do tipo e do estágio do tumor a ser tratado, como cirurgia, radiação, quimioterapia, 

terapia hormonal, imunoterapia, e outras terapias específicas (BAUDINO, 2015). As vezes, a 

cirurgia e a radiação aparecem como opções de segunda escolha, sendo a intervenção 

quimioterápica usada como tratamento primário para reduzir a carga tumoral. Os 

quimioterápicos são divididos em várias classes principais de fármacos: agentes alquilantes, 

antimetabólitos, antibióticos antitumorais, inibidores da topoisomerase, inibidores mitóticos, e 

corticosteroides (BAUDINO, 2015; DAMARAJU et al., 2003; TORGOVNICK; 
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SCHUMACHER, 2015). Recentemente, anticorpos contra a proteína de morte celular 

programada (PD-1) e seus ligantes (PD-L1 e PD-L2), atuantes na regulação negativa das 

respostas do sistema imunológico, mostraram ser alternativas efetivas no tratamento de alguns 

tipos de câncer por estimular o sistema imune a combater as células tumorais (MCDERMOTT; 

ATKINS, 2013). A melhor compreensão das vias de sinalização envolvidas em diversos tipos 

de câncer vem permitindo a descoberta de novos alvos terapêuticos, como fatores de 

crescimento, moléculas de sinalização, proteínas reguladoras do ciclo celular, moduladores de 

apoptose e moléculas que regulam a angiogênese (SHRUTHI; VINODHKUMAR; 

SELVAMANI, 2016; VARINSKA et al., 2017). 

Análogos de nucleosídeos e nucleotídeos com ação quimioterápica são considerados 

antimetabólitos e tem sido uma opção de primeira escolha na quimioterapia anticancerígena e 

antiviral por décadas (GALMARINI; JORDHEIM; DUMONTET, 2014). Em parte, o sucesso 

desta classe de medicamentos pode ser explicado pela abundância e a distribuição das proteínas 

transportadoras de nucleosídeos nos tecidos que contribuem para sua sensibilidade e 

especificidade celulares. Até o momento, há 15 análogos de nucleosídeos aprovados pela Food 

and Drug Administration dos Estados Unidos (US FDA) e utilizados para tratar vários tipos de 

câncer, e eles representam uma grande porcentagem do arsenal de quimioterápicos disponíveis 

no mercado, sendo que mais de 20% dos pacientes em quimioterapia anticancerígena são 

tratados com um ou mais desses análogos (Tabela 1) (SHELTON et al., 2016). A eficácia dos 

análogos de nucleosídeos como agentes quimioterápicos foi estabelecida em 1960, após a 

aprovação do antimetabólito 5-fluorouracil (5-FU) e das tiopurinas (LEE; PARKER; XU, 

2013a). Posteriormente, nucleosídeos que sofreram modificações na porção carboidrato 

ganharam atenção para o desenvolvimento de análogos de ácidos nucléicos. A maioria dos 

esforços foram direcionados para os constituintes localizados sobre o carbono 2´ da porção 

carboidrato dos nucleosídeos (PETTER JORDHEIM et al., 2013). A descoberta de que 

análogos nucleosídeos da pirimidina eram eficazes no tratamento da leucemia mielóide aguda 

influenciou a investigação de análogos que poderiam ter um espectro mais amplo de atividade 

(LEE; PARKER; XU, 2013b). Isso foi alcançado com o desenvolvimento da gemcitabina, outro 

análogo da desoxicitidina que é eficaz contra uma variedade de tumores. Logo após, análogos 

do nucleosídeo purina (pentostatina, fludarabina e cladribina) ganharam destaque por sua ação 

em células B malignas (PETTER JORDHEIM et al., 2013). 

Os mais recentes análogos liberados pelo FDA foram: a decitabina (5-aza-2'-

deoxicitidina), um análogo da citidina utilizado para o tratamento das síndromes 

mielodisplásicas e da leucemia mielóide aguda (GORE; JONES; KIRKPATRICK, 2006); o 
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antimetabólito clofarabine utilizado para o tratamento da leucemia linfoblástica aguda em 

crianças quando outras terapias anteriores falham (BONATE et al., 2006) e a 5-azacitidina, 

outro análogo da citidina também utilizado para o tratamento das síndromes leucêmicas e 

mielodisplásicas (ISSA; KANTARJIAN, 2005) (Tabela 1). 

 

Tabela 1: Nucleosídeos com atividade antitumoral aprovados pelo FDA e em fase de 

estudos clínicos (SHELTON et al., 2016)  

Composto 
Ano de aprovação 

FDA/Indicação 
Composto 

Ano de aprovação 

FDA/Indicação 

 

 

 

 

6-Mercaptopurina 

1953 

LLA adulta e 

pediátrica 
 

Fluorouracil 

1962 

CA colorretal, mama, 

pâncreas, estômago 

 

6-Tioguanina 

1966 

LMA 

 

Citarabina 

1969 

LMA 

 

Fluoxuridina 

 

1970 

Metástase hepática 
 

Pentostatina 

1991 

Leucemia de células 

pilosas 

 

Fludarabina 

 

 

1991 

LLC 

 

 

Cladribina 

 

1992 

Terapia combinada 

para LLC 
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Gemcitabina  

 

1996 

CA pulmão, mama, 

pâncreas e ovário 

 

   Capecitabina 

 

 

 

1998 

CA colorretal e CA de 

mama metastático 

 

Azaciditina 

2004 

Síndromes 

mielodisplásicas 
 

  Clofarabina 

2004 

LLA pediátrica 

refratária 

 

Nelarabina 

2005 

LLA 

Linfoma linfoblástico 

de células T 
 

Decitabina 

2006 

Síndromes 

mielodisplásicas 

 

Trifluorotimidina 

2015 

CA colorretal 

metastático 
 

 

Tipiracil  

2015 

CA colorretal 

 

 

Valaciclovir  

Fase I/II/III: CA 

próstata 

Fase I: Tumores 

cerebrais pediátricos  

Uracil 

Usado no Japão e 

Taiwan: CA 

Gastrointestinal 

Fase II/III: CA gástrico 

Fase II: CA cólon e 

carcinoma 

hepatocelular 
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Tegafur 

Usado no Japão e 

Taiwan: CA 

gastrointestinal 

Fase II: CA cólon e 

carcinoma 

hepatocelular 

 

 

 

Gimeracil 

Fase III: CA gástrico 

avançado usado com 

cisplatina 

 

 

Oteracil 

 

Fase III: CA gástrico 

avançado usado com 

cisplatina 

 

 

Carmofur 

Usado na China, 

Finlândia, Japão 

CA colorretal 

Sapacitabina 

Fase III: LMA 

Fase I/II: LMA 

LLC 

CA pulmão 
 

Cloro-adenosina 

Fase I: LLC 

 

RX-3117 

Fase I/II: tumores 

sólidos 

Fase I: Tumores 

avançados  

Triciribina 

Fase I/II: CA ovário 

Fase I: Terapia 

combinada para CA 

ovário 

 

Flucitosina 

Usado em terapia 

gênica 

Fase I/II: Tumores 

sólidos 

Fase I: tumores 

cerebrais 

 

NUC-1031 

Fase I: CA ovário 

CA trato biliar 

Tumores sólidos 

avançados 
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  Triciribina-5’-  

monofosfato 

Fase I/II: CA mama 

metastático em terapia 

combinada 

MB 07153 

Fase I/II: Carcinoma 

hepatocelular  

 

Valganciclovir  

Fase IV 

LLC 
 

Forodesina 

Fase I/II: LLA 

LLC 

 

Ribavirina 

Fase I/II: Tumores 

sólidos malignos 

 

Acadesina 

Fase I/II: Síndromes 

mielodisplásicas 

LMA aguda 

CA: Câncer; LLA: Leucemia Linfóide Aguda; LLC: Leucemia Linfóide Crônica; LMA: 

Leucemia Mielóide Aguda. 

   

 

2.4 Análogos de nucleosídeos e infecções virais 

 

Assim como o câncer, as doenças infecciosas têm um papel muito significativo entre as 

principais causas de mortalidade em todo o mundo. O número de mortes causadas por agentes 

patogênicos virais está caindo lentamente. Em 1990, cerca de 16 milhões de pessoas morreram 

em função de infecções (WHO, 2017). Em 2010, o número de mortes caiu para apenas 15 

milhões (um declínio de apenas 1% ao ano que se deve ao crescimento populacional) (WHO, 

2017). A Organização Mundial de Saúde (OMS) prevê 13 milhões de mortes atribuídas a essas 

causas em 2050.  

Dentre as infecções virais, o HIV merece destaque pelo impacto que tem gerado na saúde 

pública desde o início da epidemia. Aproximadamente 36,7 milhões de pessoas em todo o 

mundo estavam vivendo com com HIV/AIDS no final de 2016 e cerca de 1,8 milhão ficaram 

infectados no mesmo ano (cerca de 5.000 novas infecções por dia) (MAHY et al., 2017). A 

partir de julho de 2017, 20,9 milhões de pessoas vivendo com HIV tiveram acesso a terapia 
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anti-retroviral (ART) (WHO, 2017). Desde o início da epidemia, até 35,0 milhões de pessoas 

morreram pela infecção (MAHY et al., 2017). O Brasil obteve avanços no diagnóstico, 

tratamento e controle do vírus nos últimos quatro anos. Dados do ministério da Saúde mostram 

que até 2016, o país tinha 84% das pessoas diganosticadas com o vírus em tratamento. A 

prevalência do HIV no Brasil é de 0,5 por cento, e aproximadamente 660.000 pessoas vivem 

com HIV/AIDS (DA FONSECA; BASTOS, 2017).  

 Mesmo com a descoberta de outras classes de fármacos, é bastante notável que os 

análogos de nucleosídeos ainda se destacam no tratamento moderno de muitas infecções virais. 

Atualmente, existem cerca de 25 medicamentos desta classe (análogos de nucleosídeos e 

nucleotídeos) aprovados pelos órgãos competentes para o tratamento de infecções virais como 

HIV, hepatites, herpes, citomegalovírus e influenza. No tratamento do HIV, por exemplo, eles 

aparecem como medicamentos de primeira escolha nos esquemas que compreendem 3 ou mais 

fármacos (LAPPONI et al., 2016). 

Estruturalmente, estas moléculas podem diferir consideravelmente quando comparadas 

aos análogos com ação antitumoral. No entanto, uma importante diferença entre os análogos de 

nucleosídeos/nucleotídeos com ação antitumoral dos análogos com ação antiviral são que estes 

últimos apresentam baixa atividade em enzimas de mamíferos, o que resulta em uma melhor 

tolerância para os pacientes (PETTER JORDHEIM et al., 2013). 

De maneira geral, em células infectadas por DNA viral, os análogos de nucleosídeos 

com ação antiviral atuam inibindo enzimas intracelulares, como polimerases virais ou humanas, 

ribonucleotídeo redutase, ou são incorporados no DNA e RNA sintetizados (PETTER 

JORDHEIM et al., 2013; SOFIA, 2013). Novas moléculas análogas a nucleosídeos com novos 

mecanismos de ação antiviral vem sendo sintetizadas a fim de se conseguir um tempo 

prolongado de retenção intracelular dos seus metabólitos ativos e um perfil de toxicidade 

aceitável (VASILYEVA et al., 2015a). 

  

  

2.5 Terapia antirretroviral 

 

   Um avanço significativo tem sido alcançado no tratamento da infecção pelo HIV na 

atualidade. Desde a descoberta de uma nova classe de antirretrovirais capazes de inibir a 

atividade da enzima protease, um esquema terapêutico eficiente tem sido adotado para controlar 

a replicação do HIV (ARTS; HAZUDA, 2012; DE CLERCQ, 2009). Um esquema de três ou 

mais drogas, atuando em pelo menos dois alvos moleculares distintos que são essenciais para a 
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replicação viral, são utilizados pelos pacientes como estratégia para impedir ou retardar o 

aparecimento de cepas resistentes resultantes da habilidade do vírus de evoluir e se adaptar 

(MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014). Devido a eficácia da terapia antirretroviral altamente 

ativa (HAART) em suprimir a replicação a níveis indetectáveis, a infecção passou a ser 

colocada em um patamar de doença crônica controlável para a maioria dos indivíduos com 

acesso ao tratamento (ARTS; HAZUDA, 2012; PIRRONE et al., 2011). 

   O ciclo de reprodução do HIV possui muitos alvos para a intervenção terapêutica. A 

primeira etapa da replicação viral é caracterizada pela entrada do vírus nas células alvo que 

apresentam receptor CD4 e co-receptor de quimiocina CCR5 ou CXCR4 e é completada dentro 

de 1h após o contato do vírus com a célula (MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014). O HIV-1 

apresenta proteínas gp120/gp41 em seu envelope, que fazem o reconhecimento dos receptores 

celulares e direcionam o vírus para liberarem o capsídeo e o material genético no interior da 

célula (DAS; ARNOLD, 2013). A interação da subunidade gp120 com o receptor CD4 é 

seguida pela ligação adicional a um co-receptor de quimiocina na célula (CCR5 ou CXCR4), 

promovendo a exposição do domínio hidrofóbico gp41 do envelope do HIV responsável por 

mediar a fusão com a membrana celular (CIHLAR; FORDYCE, 2016). Gp41 e o co-receptor 

CCR5 são alvos de dois medicamentos aprovados pelo FDA que impedem a entrada do vírus 

na célula: Enfuvirtida e Maraviroc, respectivamente. 

   A fusão do envelope viral com a membrana celular permite a liberação do conteúdo 

viral para a célula alvo para que se inicie o processo de replicação (REYSKENS; ESSOP, 

2014). O primeiro processo intracelular, a transcrição reversa, é alvo das primeiras classes de 

antirretrovirais utilizados para o tratamento do HIV: inibidores da transcriptase reversa 

análogos a nucleotídeos (ITRNts) ou nucleosídeos (ITRNs), no qual faz parte o AZT e 

inibidores não análogos aos nucleosídeos (ITRNNs) que não competem com os nucleosídeos 

nativos pois se ligam à sítios não catalíticos da enzima (ARTS; HAZUDA, 2012). Nesse 

processo, o RNA fita simples do HIV é transcrito a DNA de dupla fita pela enzima. No processo 

seguinte, durante a formação do complexo pré-integração, a enzima integrase do HIV catalisa 

a incorporação do DNA viral ao material genético da célula hospedeira no núcleo para a 

transcrição das proteínas virais (ARTS; HAZUDA, 2012). Por fim, a classe final de fármacos 

aprovados são os inibidores da enzima protease, que catalisa a proteólise de poliproteínas virais 

para a completa formação das partículas virais infecciosas (REYSKENS; ESSOP, 2014). 
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Fig. 4. Ciclo de vida do HIV e alvos farmacológicos dos antirretrovirais. O HIV é capaz de 

infectar células que possuem receptor CD4 e co-receptor de quimiocina CCR5 ou CXCR4. 

Após a entrada na célula hospedeira, várias enzimas virais atuam no ciclo de replicação do HIV: 

a transcriptase reversa realiza a transcrição reversa do RNA viral em DNA complementar; a 

integrase realiza a integração do DNA viral no DNA da célula hospedeira; e por fim a protease 

que permite a maturação das partículas virais. A terapia antirretroviral é capaz de atuar inibindo 

estas enzimas durante o ciclo do HIV, impedindo a replicação do vírus na célula alvo. Os 

fármacos da classe de inibidores da transcriptase reversa podem ser divididos em análogos de 

nucleosídeos que competem com os nucleosídeos da célula pelo reconhecimento da enzima e 

os não análogos de nucleosídeos que inibem diretamente a transcriptase reversa do HIV 

(REYSKENS; ESSOP, 2014). 
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2.6 Inibidores da transcriptase reversa análogos à nucleosídeos (ITRNs) e 

nucleotídeos (ITRNts) 

  

   Os inibidores da transcriptase reversa análogos a nucleosídeos foram a primeira classe 

de fármacos a serem aprovados pelo FDA. Todos eles sofrem fosforilação por quinases no 

interior da célula hospedeira para que possam atuar inibindo a transcrição reversa do RNA viral 

(ARTS; HAZUDA, 2012). Oito fármacos fazem parte desta classe, compreendendo análogos 

da Citosina, Guanina e Timidina. Estes inibidores competem com os nucleosídeos fisiológicos 

pelo centro ativo da transcriptase reversa e são utilizados durante a síntese do DNA viral, uma 

vez que a enzima não é capaz de distinguir os ITRNs fosforilados dos nucleosídeos naturais 

(DE CLERCQ, 2009; REYSKENS; ESSOP, 2014). Por sua eficiência no bloqueio da 

replicação viral, esta classe de inibidores ainda permanece como terapia de primeira escolha 

para o tratamento do HIV (KUKHANOVA, 2012). 

   Todos estes fármacos apresentam substituição do grupo hidroxila na posição 3’ da 

molécula de açúcar e com isso impedem a formação das ligações fosfodiéster 3’-5’ entre os 

inibidores e o nucleosídeo trifosfatado que seria adicionado na sequência durante o processo de 

síntese da fita de DNA, de modo que a fita de DNA não seja produzida e a transcrição reversa 

seja interrompida (ARTS; HAZUDA, 2012). 

   Por outro lado, os ITRNts diferem dos ITRNs porque precisam passar por apenas duas 

etapas de fosforilação para serem convertidos em suas formas ativas, enquanto os ITRNs 

necessitam de três etapas para serem ativados (SHELTON et al., 2016). Porém, mais importante 

é o fato de os ITRNts possuírem um grupo fosfato no lugar da ligação éster presente nos ITRNs, 

que não pode ser clivado facilmente pelas hidrolases (esterases), tornando ainda mais difícil a 

clivagem destes compostos após serem incorporados na extremidade 3’-terminal da cadeia do 

DNA (ARTS; HAZUDA, 2012; SHELTON et al., 2016). A afinidade dos fármacos desta classe 

pela transcriptase reversa do retrovírus é cerca de 100 - 300 vezes maior do que pela DNA 

polimerase-α humana, o que permite a inibição seletiva da replicação viral sem bloquear ou 

tendo pouco efeito na replicação celular (CHENG et al., 1987). 
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Fig. 5: Inibidores da transcriptase reversa do HIV-1 análogos a nucleosídeos. Hoje existem 

8 fármacos desta classe divididos entre análogos da timidina (Zidovudina e Estavudina), 

análogos da citidina (Zalcitabina, Lamivudina e Emtricitabina), análogos da guanosina 

(abacavir) e análogos da adenosina (didanosina e tenofovir). Em particular, o inibidor tenofovir, 

por conter um grupo fosfato na molécula é classificado em análogo de nucleotídeo. Os fármacos 

desta classe precisam sofrer três fosforilações antes de inibir a transcriptase reversa do HIV. 

Para cada nucleosídeo diferente, há quinases específicas que participam dos processos de 

fosforilação. Na forma trifosfatada ativa, estes análogos são utilizados pela transcriptase reversa 

e acabam competindo com os nucleosídeos da célula e causando o término da síntese do DNA 

viral (ARTS; HAZUDA, 2012). 

 

   Em combinação com outras classes de ARVs, os ITRNs são utilizados como primeira 

escolha para o tratamento de pacientes virgens de medicação nos esquemas atuais. No entanto 

seu uso é descontinuado quando cepas de HIV adquirem resistência a estes fármacos (ARTS; 
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HAZUDA, 2012; BHATTI; USMAN; KANDI, 2016). A resistência aos ITRNs é mediada por 

2 mecanismos principais: Pirofosforólise dependente de ATP e discriminação entre os 

desoxiribonucleotídeos e os inibidores. Na primeira, ocorre a remoção dos inibidores da enzima 

na posição 3’ terminal da cadeia de DNA sintetizada e com isso, uma reversão do processo de 

síntese do DNA viral. Na segunda, a enzima passa a ter maior afinidade por nucleosídeos 

fisiológicos que por inibidores durante a síntese do DNA (DE CLERCQ, 2009; IYIDOGAN; 

ANDERSON, 2014). 

   Embora muito eficientes no tratamento do HIV, existem evidências de que estes 

análogos atuem como substratos para a DNA polimerase mitocondrial humana (Pol γ), 

resultando na inibição da replicação mitocondrial, o que pode gerar nos pacientes tratados com 

os coquetéis de ITRNs, os mesmos sintomas de doenças mitocondriais como, por exemplo, 

miopatias, neuropatias periféricas, miocardiopatia hipertrófica, Diabetes mellitus, pancreatite, 

acidose láctica e falência das células hepáticas, entre outros (BHATTI; USMAN; KANDI, 

2016; CIHLAR; FORDYCE, 2016). 

    

 

2.7 Zidovudina (AZT) 

 

Dentre os ITRNs, o 3'-Azido-3'-deoxitimidina ou zidovudina (AZT), um análogo 

sintético do desoxinucleosídeo timidina,  foi o primeiro fármaco aprovado pelo FDA 

em 1986 e comercializado pelos laboratórios Burroughs-Wellcome em 1987 para o 

tratamento do HIV e que durante o início da epidemia foi a única alternativa 

terapêutica que apresentou uma resposta clínica satisfatória no combate à infecção, 

impedindo a replicação do HIV e retardando a progressão da AIDS (D’ANDREA; 

BRISDELLI; BOZZI, 2008; GOMEZ; ARMANDO; ALONSO, 2012). Além disso, o AZT 

foi eficiente em suprimir a transmissão viral materna para o feto e por isso foi 

prontamente incorporado nos regimes pediátricos e perinatais (STEVENS; LYALL, 

2014). Mesmo com o crescente progresso no tratamento do HIV e o desenvolvimento crescente 

de novas moléculas que atuam sobre outros alvos do ciclo de reprodução do vírus, o AZT ainda 

continua sendo um componente mandatório da HAART e utilizado como fármaco de ‘primeira 

escolha’ em muitos países (KHANDAZHINSKAYA et al., 2009).  

 Assim como os outros fármacos desta classe, o AZT precisa ser fosforilado para se 

tornar ativo. Particularmente para o AZT, 3 quinases fazem parte do processo: Timidina quinase 

adiciona o primeiro grupamento fosfato na hidroxila localizada na posição 5’ do anel; 
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Timidilato quinase acrescenta o segundo fosfato na mesma posição e Nucleotídeo difosfato 

quinase acrescenta o último fosfato necessário para sua forma biologicamente ativa trifosfatada. 

A Transcriptase Reversa do HIV reconhece e incorpora a molécula de AZT trifosfatada em 

substituição ao trifosfato de timidina durante a síntese do DNA pró-viral, causando término da 

síntese completa do cDNA (D’ANDREA; BRISDELLI; BOZZI, 2008; 

KHANDAZHINSKAYA; MATYUGINA; SHIROKOVA, 2010). 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Mecanismo de ação do AZT: Após a entrada na célula alvo, o AZT é fosforilado 

pelas enzimas intracelulares (Timidina quinase-TK, Timidilato quinase-TmK e Nucleotídeo 

Difosfato quinase-NDPK) à forma biologicamente ativa trifosfatada. A Transcriptase Reversa 

do HIV reconhece e incorpora a molécula de AZT em substituição ao trifosfato de timidina 

durante a síntese do DNA pró-viral, causando a inibição do processo. Adaptado de 

(FREEMAN; HERRON, 2015). 

 

 Embora a eficácia do AZT seja inquestionável, linhagens de vírus mutantes resistentes 

podem emergir em decorrência do seu uso prolongado, mesmo nos regimes multi-terapêuticos 

atuais, podendo evoluir para AIDS e morte (FREEMAN; HERRON, 2015). Este fato reforçou 

a necessidade de mudanças estratégicas na conduta terapêutica, priorizando a utilização de 
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fármacos que levassem à supressão viral sustentada e abandonando outros que apresentassem 

uma baixa barreira genética à resistência viral. Isso contribuiu para limitar a seleção de alguns 

antirretrovirais como o AZT para o tratamento do HIV em recém-infectados e em pacientes 

submetidos a esquemas terapêuticos distintos (BOYER et al., 2015; SCHNEIDER et al., 2015).  

A resistência ao AZT ocorre porque durante o ciclo biológico do HIV a alta taxa de 

replicação do vírus, em conjunto com a baixa exatidão da enzima transcriptase reversa viral, 

favorece erros na transcrição das sequências de nucleotídeos dos aminoácidos das fitas de RNA 

no genoma do HIV (FREEMAN; HERRON, 2015). Estes erros permitirão alterações na 

composição genética das novas populações de HIV formados, com alterações nas sequências 

dos nucleotídeos dos aminoácidos em determinadas posições do RNA viral, promovendo a 

formação de variantes virais capazes de conferir ao HIV resistência aos medicamentos (BOYER 

et al., 2015). Sempre que a replicação viral ocorrer na presença de drogas antirretrovirais, as 

variantes virais com mutações que escapam ao efeito inibitório das drogas serão selecionadas 

formando uma população de vírus resistentes que competirá com os demais e poderá se 

estabelecer através da seleção positiva (FREEMAN; HERRON, 2015; SCHNEIDER et al., 

2015). 

Junto ao aparecimento de resistência, outra desvantagem são os efeitos indesejáveis e a 

toxicidade decorrente do seu uso, como evidenciado pelo efeito supressor da medula óssea, 

desordens mitocondriais, miopatia, acidose lática e anormalidades hepáticas (D’ANDREA; 

BRISDELLI; BOZZI, 2008; RICHMAN et al., 1987b; STAGG et al., 1992). Além disso, 

algumas propriedades farmacocinéticas sub-ótimas como baixo index terapêutico, meia vida 

curta no sangue e baixa afinidade pelo SNC, um órgão infectável pelo HIV através de 

mecanismos de entrada nas células independentes do receptor CD4 (ALVAREZ LOSADA; 

CANTÓ-NOGUÉS; MUÑOZ-FERNÁNDEZ, 2002), contribuem consideravelmente para a 

toxicidade do AZT, uma vez que altas doses são necessárias para manter os níveis terapêuticos 

eficientes da droga (TURK et al., 2002). 

Dentre os efeitos adversos do AZT, os mais notórios envolvem anormalidades 

hematopoiéticas. Esses efeitos são mais comumente observados em células progenitoras 

hematopoiéticas da medula óssea e manifestam-se em aproximadamente 40% dos pacientes em 

tratamento através de anemia, neutropenia, granulocitopenia, diminuição da contagem de 

reticulócitos e frequente trombocitopenia (ABRAHAM et al., 1993; GELMON et al., 1989). 

Alguns supostos mecanismos sugeridos como causa dessa toxicidade incluem a inibição da 

síntese do heme, baixa regulação do receptor de eritropoietina, supressão da expressão gênica 
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da globina, inibição da síntese de DNA mitocondrial, dentre outros (GELMON et al., 1989; 

PAPADOPULOS-ELEOPULOS et al., 1999). 

A toxicidade mitocondrial observada nos pacientes que fazem uso deste medicamento 

ocorre devido à inibição não específica da DNA polimerase mitocondrial, levando 

posteriormente à disfunção mitocondrial com respiração anaeróbica, lipoatrofia, miopatia e 

acidose lática (FURMAN et al., 1986a; KOCZOR et al., 2015). Estes efeitos secundários 

indesejáveis são ainda mais intensos em pacientes com HIV devido ao impacto negativo da 

infecção pelo HIV nas mitocôndrias. Enquanto o 5-trifosfato de zidovudina inibe fracamente a 

DNA polimerase-α celular e a polimerase-ɤ mitocondrial, a forma monofosfatada do AZT, por 

sua vez, inibe competitivamente a timidilato quinase celular, um efeito que reduz os níveis de 

trifosfato de timidina e portanto aumenta a toxicidade de outros metabólitos do AZT 

(ABRAHAM et al., 1993; FURMAN et al., 1986b; RICHMAN et al., 1987b). 

 

 

2.8 Farmacocinética do AZT 

 

 O AZT é administrado por via oral, duas vezes ao dia, na concentração de 300mg, ou 

através de infusão intravenosa (3mg/Kg; 12/12h) (STEVENS; LYALL, 2014). Com uma 

biodisponibilidade de 60%-80%, a concentração plasmática máxima de AZT é alcançada em 

30 minutos e a meia-vida é de uma hora, enquanto a meia-vida de eliminação intracelular é de 

três horas (D’ANDREA; BRISDELLI; BOZZI, 2008). A concentração no líquido 

cefalorraquidiano (LCR) atinge 65% dos níveis plasmáticos (CHENG et al., 1987). 

  Menos de 1% de todo o clearance do AZT é direcionado à sua forma ativa trifosfatada. 

O transporte do AZT para a célula ocorre através de difusão passiva e/ou ativa através dos 

transportadores SLC28A1, A3, SLC22A6, A7, A8 e A11 (ERRASTI-MURUGARREN; 

PASTOR-ANGLADA, 2010; ZIMMERMAN; MAHONY; PRUS, 1987). A segunda via 

metabólica envolve a inativação do AZT por glucuronidação, a via predominante no 

metabolismo do AZT, resultando na formação de 3'-azido-3'-desoxi-5'-D-

glucopiranuronosiltimidina (5'-glucuronil zidovudina; GZDV). Aproximadamente 60-70% da 

droga inativa é excretada na urina na forma de glucuronídeo em um processo mediado pela 

UGT2B7 (UDP glucuronosiltransferase) (BEACH, 1998; COURT et al., 2003) (Figura 7). 

   A terceira via metabólica envolve a redução da porção azido resultando na formação do 

3'-amino-3'-desoxitimidina (AMT). Os citocromos P450s e P450 redutase estão implicados na 

formação do AMT. O AMT mostrou ser cerca de 5 a 7 vezes mais tóxico que o AZT para 
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células progenitoras hematopoiéticas humanas e isso contribui consideravelmente para a sua 

citotoxicidade (CRETTON et al., 1991; PAN-ZHOU et al., 1998) (Figura 7). 

 

Figura 7: Principais vias envolvidas no metabolismo do AZT. O AZT pode seguir três rotas 

metabólicas na célula. Menos de 1% é convertido à forma ativa trifosfatada; a maior parte (60-

70%) é excretada na urina na forma de 3’amino-3’-deoxitimidina glucuronídeo; e também pode 

sofrer redução em 3’amino-3’-deoxitimidina pelo Citocromo P450 no fígado. O transporte do 

AZT para a célula ocorre através de difusão passiva e/ou ativa através dos transportadores 

SLC28A1, A3, SLC22A6, A7, A8 e A11 (PharmGKB, 2017). 

 

  Devido à baixa disponibilidade do AZT, altas doses devem ser administradas para 

manter níveis terapêuticos efetivos, as quais frequentemente alcançam níveis plasmáticos 

tóxicos, causando uma série de efeitos adversos graves. Esses efeitos são dose-dependente e 

uma redução da dose total administrada reduziria a severidade desta toxicidade (ABRAHAM 

et al., 1993; RICHMAN et al., 1987b; SCHEDING; MEDIA; NAKEFF, 1994). 
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2.9 AZT como fármaco antitumoral e o interesse em seus análogos 

 

Quando foi sintetizado pela primeira vez por Horwitz da Fundação contra o Câncer de 

Michigan em 1964, o AZT foi eficiente em inibir o crescimento de algumas linhagens de células 

tumorais nos testes in vitro, mas apresentou atividade antitumoral insatisfatória em modelos de 

câncer em roedores. Devido os resultados desanimadores, a molécula foi prontamente 

abandonada e despertou novamente a atenção dos pesquisadores mais tarde, no início da década 

de 70, quando sua atividade antiviral foi descrita pela primeira vez (DE CLERCQ, 2009). 

Estudos mais recentes, no entanto, puderam concluir que esse nucleosídeo é eficaz como terapia 

de primeira linha para diversos tipos de câncer humano associados a vírus, como o linfoma de 

células T associado ao HTLV-1 (DATTA et al., 2006). 

Um dos mecanismos que explica a eficácia do AZT no tratamento de alguns tumores se 

dá pela inibição da enzima telomerase, responsável pela síntese dos telômeros celulares 

(GOMEZ; ARMANDO; ALONSO, 2012; LI et al., 2006). Desde que se descobriu que a 

telomerase possuía um centro catalítico estruturalmente semelhante à transcriptase reversa do 

HIV, vários estudos abordaram a eficácia da inibição da telomerase utilizando ITRNs 

conhecidos, como o AZT (GOMEZ; ARMANDO; ALONSO, 2012; JAFRI et al., 2016). A 

atividade da telomerase é ausente na maioria das células somáticas humanas e presente em 

quase todas as linhagens de células tronco, germinativas e em mais de 90% dos tumores 

humanos (JAFRI et al., 2016). Estudos sugerem que a progressão de doenças malignas depende 

da reativação da telomerase, e por isso um agente inibidor dessa enzima como o AZT, poderia 

exercer atividade antitumoral (ABDULKARIM; BOURHIS, 2001; GOMEZ; ARMANDO; 

ALONSO, 2012). Outro mecanismo da ação antitumoral do AZT seria pelo prolongamento da 

fase S do ciclo celular e indução de apoptose celular (OLIVERO et al., 2005). 

Devido a esses resultados animadores, é crescente o interesse em criar moléculas 

análogas ao AZT para investigação da atividade antitumoral em diferentes tecidos. Inúmeros 

pro-fármacos derivados a partir do AZT tem sido descritos na literatura na tentativa de reduzir 

os problemas toxicológicos associados aos ARVs e aumentar a eficácia terapêutica no 

tratamento do HIV e câncer (ECKER et al., 2017; KHANDAZHINSKAYA et al., 2009; 

MIGIANU et al., 2005; SHIROKOVA et al., 2003; SOLYEV et al., 2012; TURK et al., 2002; 

VASILYEVA et al., 2015). Muitos resultados mostram eficácia superior dos análogos em 

relação ao AZT em estudos de atividade antirretroviral e antitumoral em diversas linhagens de 

câncer (Tabela 3). Além disso, a toxicidade de muitos deles foi menor quando comparada ao 
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AZT. Estas moléculas também apresentam liberação lenta após administração oral e penetração 

mais eficiente nas células. 

Em 1999, a Federação Russa autorizou a comercialização de uma molécula 

monofosfatada derivada do AZT chamada de Fosfazida (Nikavir®), para prevenção e 

tratamento da infecção pelo HIV e apresentou boa tolerância e ação terapêutica nos ensaios 

clínicos (GALEGOV, 2004). O Nikavir apresenta alta atividade anti-HIV, baixa citotoxicidade 

e indução menos frequente de variantes mutantes de HIV-1 quando comparado ao AZT. Ao 

contrário do AZT, o Nikavir também mostrou não induzir alterações marcantes nos marcadores 

hematopoiéticos nos pacientes (GALEGOV, 2004; IVANOVA; SHMAGEL’; VOROB’EVA, 

2010). 

 

Tabela 2: Atividade antirretroviral e antitumoral de diferentes classes de derivados do AZT. 

Composto Substituintes Resultados Referência 

 

R: Me; Et; Me3CCH2; PhCH2 Iso-Pr 

Ciclohexilcolesteril; tert-Bu; Ada 

Atividade anti-HIV 20 a 30 

vezes maior que o AZT em 

células MT-4 infectadas 

(KHANDAZHINS

KAYA et al., 2000; 

POKROVSKY et 

al., 2001) 

 

R1 = EtO; R2 = Et, PhCH2CH2, iPr, 

ciclohexil, adamantil 

 

R2 = NH2R2 = Me, Et, Pr, iPr, 

Me3CCH2 

Atividade anti-HIV 10-100 

vezes mais efetiva que o AZT; 

sem toxicidade na célula alvo 

(SHIROKOVA et 

al., 2003) 

 

X = NO2, CN, Cl, H, CH3, OCH3 

Y = NO2, Z= NO2, W= NO2 

10 vezes mais potentes contra 

HIV-1 e 2 vezes mais potentes 

contra HIV-2 e menos tóxico 

que AZT 

(MEIER et al, 1998) 

 

 

R = (a) CH3, (b) H 

(c) CH3 (CH2)7OC (O), 

(d) (CH3)3CC (O) SCH2CH2OC (O) 

Atividade anti-HIV semelhante 

ao AZT em células MT-4, 

CEM-X 174 e CEM-SS. 

(MEIER et al., 1998; 

PUECH et al., 1990) 

 

R = (a) C6H13, (b) HOCH2CH2, 

(c) H2NCH2CH2, (d) Me2NCH2CH2, 

(e) Me3N+CH2CH2, (f) H, (g) Me, 

(h) C4H9, 

(i) PhCH2CH2 

Apresentaram toxicidade menor 

que o AZT, no entanto foram 

menos efetivos contra HIV-1 

(KUKHANOVA, 

2006; 

KUKHANOVA et 

al., 2008) 
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X = NH2; NHCH3; NHC2H5 

 

Atividade anti-HIV menor que o 

AZT em células MT-4 

(SOLYEV et al., 

2012)  

 

R1 = H, R2 = CH3 

R1 = H, R2 = CH2CH3 

R1 = H, R2 = CH2CH2CH3 

R1 = H, R2 = CH2CH2CH2CH3 

R1 = H, R2 = CH(CH3)2 

R1 = H, R2 = CH2CH=CH2 

R1 = H, R2 = CH2CH2Ph 

R1 = H, R2 = CH2CH2-(3-indolyl) 

R1 = CH3, R2 = CH3 

R1 = CH2CH3, R2 = CH2CH3 

 

Atividade antitumoral menor 

que o AZT em células KB e 

MCF-7 

(CELEWICZ et al., 

2011) 

 

 

R1 = fenil, R2 = H, R3 = H; 

R1 = p-tolil, R2 = H, R3 = H; 

R1 = p-metoxifenil, R2 = H, R3 = H; 

R1 = p-clorofenil, R2 = H, R3 = H; 

R1 = p-nitrofenil, R2 = H, R3 = H; 

R1 = fenil, R2 = CH3, R3 = H; 

R1 = fenil, R2 = H, R3 = CH3; 

R1 = fenil, R2 = H, R3 = CH2CH3; 

R1 = fenil, R2 = CH3, R3 = CH3; 

R1 = fenil, R2 = fenil, R3 = H. 

Efeito antitumoral semelhante 

ou maior que o AZT em células 

KB-3-1, MCF-7, H460 e 

SW620. 

(WANG et al., 2014) 

 

 

 

2.10 Selênio   

 

 O selênio (Se) é um elemento traço essencial com inúmeras funções biológicas. Embora 

o selênio (Se) tenha sido identificado como elemento nos anos 1950, antes disso ele só era 

conhecido pelos seus efeitos tóxicos (REILLY, 1996). Desde sua descoberta, em 1817, a 

literatura apresenta mais de 100.000 publicações com o selênio, investigando principalmente 

seu papel biológico e toxicológico (SANMARTIN et al., 2011). É o componente-chave do sítio 

ativo de muitas proteínas por estar presente no aminoácido selenocisteína, o 21º aminoácido 

utilizado para a síntese de proteínas em humanos (CARDOSO et al., 2015). 25 selenoproteínas 

foram identificadas até agora no proteoma de humanos e 24 no proteoma de ratos e 

camundongos. Porém, nem todas tiveram sua função completamente caracterizada até agora 

(ROMAN; JITARU; BARBANTE, 2014). A maioria das seleno-proteínas participam da 

regulação do status redox, com destaque para as famílias das glutationa peroxidases (GPxs) e 

tiorredoxina redutases (TrxRs). Dentre as selenoproteínas presentes no plasma, a GPx 

corresponde a cerca de 10–30%; ficando atrás apenas da selenoproteína P que compreende uma 
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taxa aproximada de 50% (ASHTON et al., 2009). Porém nem todas as selenoproteínas são 

enzimas antioxidantes que participam da regulação redox; outros processos específicos estão 

relacionados com as selenoproteínas, incluindo a síntese de dNTPs, , regulação de fatores de 

transcrição, regulação de processos apoptóticos, imunomodulação, regulação da síntese de 

hormônios da tireóide, armazenamento e transporte de selênio, degradação de proteínas mal 

formadas no retículo endoplasmático (MOSTERT; HILL; BURK, 2003; RAYMAN, 2005, 

2012; ROMAN; JITARU; BARBANTE, 2014; STEINBRENNER; SIES, 2009). 

 O selênio existe em muitas formas. As mais  bem estudadas incluem selenometionina 

(SeMet), selenito de sódio e metilselenocisteína (SeMeSC) (FRITZ et al., 2011). O selênio 

dietético é composto predominantemente de selenometionina com quantidades menores de 

outros compostos orgânicos de selênio, embora as concentrações variem amplamente de acordo 

com o teor de selênio do solo (SILVERA; ROHAN, 2007). A castanha-do Pará brasileira é 

conhecida por sua alta  concentração de selênio biodisponível: 2 castanhas são suficientes para 

fornecer uma concentração média de selênio de 53mcg por dia, aumentando os níveis de selênio 

plasmáticos em até 64% e a atividade da GPx em 8,3%, ao longo de 12 semanas (THOMSON 

et al., 2008). Tem sido demonstrado que tanto o plasma, os eritrócitos, o sangue total, os níveis 

de selenoproteína P plasmáticos e a atividade da GPx no plasma, plaquetas e no sangue total 

podem ser utilizados como marcadores úteis para indicar o status de selênio no organismo 

(ASHTON et al., 2009). 

 O papel do selênio como elemento traço essencial na dieta foi demonstrado 

experimentalmente em 1957 por Klaus Schwarz na Alemanha. Os sinais clínicos de deficiência 

de selênio caracterizam a doença de Keshan, uma cardiomiopatia que afeta principalmente 

crianças pequenas e mulheres em idade fértil, que é bastante evidente em populações com 

ingestão particularmente baixa (<15μg/dia) em algumas áreas da China (YANG; XIA, 1995). 

Em 1980 a Junta de Alimentação e Nutrição da Academia de Ciências dos Estados Unidos 

propôs a ingestão diária entre 50 e 200μg de selênio para homens adultos; aporte este 

considerado adequado e isento de efeitos tóxicos. Atualmente, com o melhor conhecimento 

sobre as necessidades dietéticas do selênio, as quantidades recomendadas de selênio na dieta 

para adultos foram redefinidas para 25 a 100 µg/dia, com uma média de 60 µg/dia para homens 

e 53µg/dia para mulheres (RAYMAN, 2012).  

O consumo de selênio acima do tolerável é fixado em 300-450µg/dia, sendo que já 

foram observados casos esporádicos de toxicidade (selenose) em humanos e animais que 

consomem plantas cultivadas em solo rico em selênio ou após ingestão acidental de doses muito 

elevadas (FAIRWEATHER-TAIT et al., 2011).  
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2.11 Selênio e doenças humanas 

 

 Estima-se que 2 bilhões de pessoas em todo o mundo tenham deficiência de 

micronutrientes (JOHNSTON; FANZO; COGILL, 2014). O órgão Europeu que elabora as 

recomendações sobre micronutrientes (EURRECA-European micronutrient recommendations 

aligned) priorizou 5 micronutrientes para nutrição humana (ácido fólico, vitamina B-12, iodo, 

ferro e zinco) e identificou alguns resultados relevantes para saúde decorrentes de uma ingestão 

de selênio adequada e/ou supranutricional: 1) melhora da cognição (para idosos com idade > 

50 anos), 2) diminuição da carga viral e atraso do aparecimento da AIDS (para pacientes 

infectados com HIV), 3) melhora das funções imunes, 4) fertilidade (para homens), e 5) 

benefício para alguns tipos de câncer (particularmente para pessoas em risco de desenvolver 

câncer de próstata (HURST et al., 2013). 

 Vários estudos têm demonstrado que níveis insuficientes de selênio, e particularmente 

selenoproteínas, podem estar diretamente ou indiretamente associados com inúmeras doenças 

humanas, incluindo câncer, diabetes, desordens imunes e cardiovasculares (DIWADKAR-

NAVSARIWALA et al., 2006; HUANG; ROSE; HOFFMANN, 2012; PAGMANTIDIS et al., 

2008; ROMAN; JITARU; BARBANTE, 2014b; VINCETI et al., 2014). A maioria dessas 

associações é devido ao papel das enzimas GPxs e TrxRs na redução do estresse oxidativo, que 

foi identificado como  um evento crítico no desenvolvimento e progressão de várias patologias 

(STEINBRENNER; SIES, 2009). Portanto, o valor preventivo e terapêutico do selênio contra 

tais patologias parece estar fortemente associado com a propriedade antioxidante que o mesmo 

exibe. As células do sistema imune, por exemplo, expressam a maioria dos 25 genes que 

codificam selenoproteínas humanas, com a GPx1 e GPx4 mostrando os maiores níveis de 

expressão tanto em linfócitos T como em macrófagos (HUANG; ROSE; HOFFMANN, 2012).  

 Algumas outras selenoproteínas estão envolvidas em processos específicos, como 

sinalização do Ca2+, função cerebral e espermatogênese (Tabela 3). No entanto, o conhecimento 

definitivo sobre os mecanismos subjacentes à ação das selenoproteínas relacionadas a doenças 

humanas ainda está longe de ser alcançado (ROMAN; JITARU; BARBANTE, 2014b).  
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Tabela 3 : Papel das selenoproteínas em doenças humanas (ROMAN; JITARU; 

BARBANTE, 2014a) 

Doença Selenoproteína Mecanismo 

Desordens musculares SelN, SelW Homeostase da sinalização do Ca2+ 

Doenças 

cardiovasculares 

GPxs, TrxRx, SelR Defesa antioxidante 

DIO1 
Regulação do hormônio T3 para 

metabolismo lipídico 

SelS Desconhecido 

Hepatopatias GPxs Defesa antioxidante 

Dano renal GPxs Defesa antioxidante 

Epilepsia, desordens de 

humor 

GPxs 

 
Defesa antioxidante 

Desordens neurológicas 

SelP, GPxs, TrxRs, 

SelW, SelH, SelM 

 

Defesa antioxidante 

Resposta inflamatória 

TrxRs 

 

Regulação precoce da sinalização 

das células imunes 

GPxs 

 

Regulação avançada da sinalização 

das células imunes 

SelS 

 

Defesa antioxidante, regulação de 

citocinas 

HIV 
GPxs 

 
Defesa antioxidante 

DM tipo 2 

GPxs 

 

Inibição da sinalização de insulina / 

defesa antioxidante 

SelP 

 
Inibição da síntese de insulina 

TrxRs 

 

Estimulação da sinalização de 

insulina / defesa antioxidante 

Desordens endócrinas 
DIOs 

 

Regulação do metabolismo dos 

hormônios tireoidianos 

Infertilidade masculina 
GPx4 

 

Defesa antioxidante, suporte 

estrutural 

Câncer GPxs, SelP, TrxRs Defesa antioxidante 
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2.12 Selênio e infecções virais  

 

 Efeitos benéficos do selênio são quase exclusivamente relatados em infecções por RNA 

de vírus (Tabela 4). Particularmente na infecção por HIV é bem conhecido na literatura que 

indivíduos soropositivos apresentam deficiência de muitos nutrientes. Níveis plasmáticos de 

selênio abaixo dos recomendados já foram detectados nestes pacientes (DWORKIN, 1994; 

KUPKA et al., 2004). Um estudo mostrou que entre as mulheres Kenianas soropositivas com 

contagem média de células T CD4 de 451/uL (valor de referência para adultos saudáveis: 700-

1100/uL), 11% apresentaram deficiência sérica de selênio (<85 ug/L) e esta condição estaria 

relacionada ao aumento da disseminação do HIV de células infectadas no trato genital 

(BAETEN et al., 2001). Look e colaboradores (1997), mostraram que concentrações séricas de 

selênio e a atividade da GPx foram substancialmente menores em pacientes hospitalizados com 

AIDS do que em pacientes infectados com HIV assintomáticos e indivíduos saudáveis e que as 

concentrações séricas de selênio foram positivamente correlacionadas com a contagem de 

células T CD4+ (LOOK et al., 1997). Da mesma forma, baixas concentrações plasmáticas de 

selênio tem sido associadas com a progressão acelerada da infecção e um risco aumentado de 

mortalidade (KUPKA et al., 2009). Níveis baixos de selênio plasmático também foram 

detectados em pacientes da Flórida infectados no estágio inicial da doença, o que indica que a 

depleção de selênio já é um efeito precoce na infecção por HIV (BAUM et al., 1997). 

 Evidências cumulativas sugerem que a suplementação com selênio está associada com 

significativa melhora nos estágios iniciais e avançados da infecção por HIV resultando em 

cargas virais estáveis, contagem de CD4 melhorada e diminuição da progressão da doença 

(BAUM et al., 2013; HURWITZ et al., 2007; VILLAMOR et al., 2008). Nesse sentido, a 

suplementação com selênio poderia retardar o aparecimento da AIDS em pacientes recém 

infectados sem acompanhamento terapêutico. Dentre os mecanismos envolvidos estariam o 

aumento da expressão gênica dos fatores necessários para a biossíntese de proteínas em 

linfócitos, apontando para uma maior proliferação de linfócitos após a ingestão de selênio; a 

inibição da replicação viral através da regulação de selenoproteínas como TrxR-1 e GPx que 

controlam negativamente a transcrição viral dependente da proteína de transativação tat e o 

favorecimento de uma resposta imune pró-inflamatória do tipo Th1, importante contra agentes 

patogênicos virais e bacterianos (HOFFMANN et al., 2010; HORI et al., 1997; 

PAGMANTIDIS et al., 2008). 

 Em estudos com hepatites virais demonstrou-se que concentrações plasmáticas e 

eritrocitárias de selênio e a atividade da GPx foram significativamente menores nos pacientes 
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infectados pelo HCV do que nos controles saudáveis, sendo inversamente correlacionados com 

a carga do vírus da hepatite C (KO et al., 2005). Na província chinesa de Qidong, uma região 

com solo pobre em selênio, a suplementação com selênio reduziu a incidência de câncer de 

fígado associado à infecção pelo vírus da hepatite B, uma infecção por DNA viral (YU; ZHU; 

LI, 1997). 

  

Tabela 4: Envolvimento da suplementação com selênio em diferentes infecções virais 

Patógeno/dose 

testada 

Nutrientes 

adicionais 

Efeitos (Grupo suplementado 

vs. Grupo placebo) 
Referência 

Influenza A  

100 μg Se/d como 

sulfeto de selênio 
Zinco 

Títulos de anticorpos mais 

elevados após a vacinação com 

vírus da Influenza A (IAV); 

Número de infecções do trato 

respiratório diminuídas 

(GIRODON et 

al., 1999) 

Poliovirus      

50 e 100 μg Se/d 

como selenito de 

sódio 

Nenhum 

Melhor clearance viral após a 

vacinação contra o poliovírus 

devido à imunidade melhorada 

das células T 

(BROOME et 

al., 2004) 

Hepatite C      

200 μg Se/d como 

selenometionina 
Vitaminas C e E 

Nenhum efeito significativo 

sobre a carga viral ou dano 

hepático 

(GROENBAE

K et al., 2006) 

HIV    

200 μg Se/d como 

selênio de levedura 
Nenhum 

Progressão suprimida na carga 

viral e aumento 

das células T CD4+ 

(HURWITZ et 

al., 2007) 

200 μg Se/d como 

selenometionina 
Nenhum Melhora na sobrevivência infantil 

(KUPKA et 

al., 2008, 

2009) 

400 μg Se/d (não 

especificado) 
Multivitamínico 

Sem efeito na carga viral e 

contagem de células T mas 

aumentou a taxa de sobrevivência 

 

(JIAMTON et 

al., 2003) 

200 μg Se/d (não 

especificado) 

Vitaminas B, C e 

E 

Progressão da doença diminuída 

(atrasou o declínio das células 

T CD4+, menor mortalidade) 

(BAUM et al., 

2013) 

HIV/Co-infecção 

com Mycobacterium  
   

100 μg Se/d (não 

especificado) 
Multivitamínico 

Diminuição da mortalidade, 

menor risco de recorrência de 

tuberculose após a terapia 

(VILLAMOR 

et al., 2008) 

200 μg Se/d como 

selenometionina 
Multivitamínico 

Declínio da mortalidade e 

aumento do ganho de peso 

(RANGE et 

al., 2006) 

200 μg Se/d como 

selenito de sódio 
Multivitamínico 

Aumento do ganho de peso após 

terapia 

(PRAYGOD et 

al., 2011) 
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200 μg Se/d como 

selenito de sódio 
Multivitamínico 

Aumento da biodisponibilidade 

da rifampicina, um fármaco 

usado para TB 

(JEREMIAH 

et al., 2014) 

 

 

2.13 Selênio e câncer 

 

 Tem sido demonstrado que o selênio em doses farmacológicas e supranutricionais atua 

como agente antiproliferativo, reduzindo a taxa de divisão celular. O primeiro relato de sua 

atividade anticarcinogênica ocorreu somente 12 anos após a sua descoberta, em 1817, como 

elemento traço essencial, onde se relacionou a deficiência do elemento com o aumento no risco 

de desenvolvimento de câncer (SHAMBERGER; FROST, 1969). No final da década de 60 já 

apareciam evidências mostrando que em certas áreas geográficas com deficiência no consumo 

de selênio havia elevadas taxas de mortalidade por câncer (SANMARTÍN; PLANO; PALOP, 

2008; SCHRAUZER; WHITE; SCHNEIDER, 1977; SHAMBERGER; FROST, 1969).  

Em doses farmacológicas,  os efeitos anticarcinogênicos do selênio parecem estar 

associados principalmente à ação de selenoenzimas na redução do dano ao DNA e melhora da 

resposta antioxidante e imune (FLEMING; GHOSE; HARRISON, 2001; RAYMAN, 2005). 

Em doses suprafarmacológicas, os mecanismos propostos são oriundos de diferentes efeitos 

como, produção de radicais livres e oxidação de tióis, aumento da expressão da proteína p53, 

inativação da proteína quinase C, interrupção do ciclo celular de células tumorais, indução de 

apoptose, inibição da angiogênese, indução da conjugação de fase II que detoxificam 

carcinógenos, dentre outros (ALMONDES et al., [s.d.]; LI; TOLLEFSBOL, 2010; 

SARVESWARAN et al., 2010; ZHUO; DIAMOND, 2009). O selênio também é um 

antagonista competitivo de metais pesados potencialmente cancerígenos, como arsênio e 

cádmio (KHAN; WANG, 2009). 

 O metabolismo do selênio a um intermediário monometilado, metilselenol (CH3SeH), é 

presumivelmente necessário para sua atividade anticancerígena. Precursores estáveis, como 

Metilselenocisteína (MeSeCys), ácido metilselenínico (MSA) ou selenometionina (SeMet), que 

podem ser convertidos endogenamente em metilselenol, são bons precursores de selênio para a 

geração deste metabólito que exibe atividade anticancerígena (SUZUKI; OHTA; SUZUKI, 

2006). 

 Diversos estudos mostram que a suplementação com selênio é capaz de prevenir, reduzir 

ou inibir o processo de carcinogênese em vários tipos de câncer tanto em modelos experimentais 

como em humanos (COMBS; GRAY, 1998; HUNTER et al., 1990; VINCETI et al., 2014). Os 
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resultados mais promissores descritos na literatura envolvem câncer de próstata (CLARK et al., 

1996; TELIŠMAN et al., 2007; VOGT et al., 2003). Dados relatados no estudo clínico de 

Prevenção Nutricional do Câncer (NPC) indicaram que a suplementação dietética com 200 

μg/dia de selênio resultou em uma redução de 49% na incidência de câncer de próstata (CLARK 

et al., 1996). Selenito de sódio e ácido metilselenínico (MSA) são os dois compostos de selênio 

mais estudados para câncer de próstata. Ambos os compostos podem modular (inibir) o receptor 

andrógeno (AR) e reprimir a produção de interleucina-6 (IL-6) (GAZI et al., 2007). A 

carcinogênese acelerada da próstata foi observada em camundongos transgênicos que 

apresentaram biossíntese de selenoproteína comprometida (DIWADKAR-NAVSARIWALA et 

al., 2006), e o status de selênio mostrou-se inversamente correlacionado com a extensão do 

dano do DNA na próstata em um estudo com cães idosos (WATERS et al., 2004). 

  Estudos em animais e culturas de células corroboraram com o papel anticancerígeno de 

várias selenoenzimas. A expressão aumentada da GPx-1, bem como a suplementação de selênio 

protegeram as células de mamíferos contra o dano do DNA induzido por luz ultravioleta (UV) 

(BALIGA et al., 2007). A superexpressão de GPx-4 inibiu o crescimento de tumores sólidos de 

células de fibrossarcoma L929 e aumentou a sensibilidade das células de melanoma B16BL6 à 

terapia angio-destrutiva (HEIRMAN et al., 2006). CZECZOT e colaboradores (2006) 

encontraram uma redução na atividade da GPx no carcinoma hepatocelular em comparação 

com o tecido normal. Essa redução pode ter sido responsável pela intensificação da peroxidação 

lipídica e o aumento dos produtos finais da peroxidação, como o malondialdeído (MDA) 

(CZECZOT et al., 2006). Tomados em conjunto, esses achados levaram alguns pesquisadores 

a recomendar a suplementação com selênio em doses de 50 a 100 μg/dia na profilaxia do câncer. 

O selênio também foi recomendado como um adjuvante no tratamento quimioterápico do 

câncer em doses de 200 μg/dia (REID et al., 2008). 

  

 

2.14 Compostos orgânicos de selênio 

 

 O Selênio pode reagir com metais e ganhar elétrons para formar compostos contendo o 

íon seleneto (Se2-). Também forma compostos covalentes com outras moléculas, como seleneto 

de sódio (Na2Se), selenito de sódio (Na2SeO3) e selenato de sódio (Na2SeO4) e inúmeros 

compostos orgânicos, que podem ser terapeuticamente efetivos. Dois dos mais pesquisados 

compostos orgânicos são o Ebselen (2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-ona) e o disseleneto 

de difenila (PhSe)2 (BARBOSA et al., 2017; FERNANDES; GANDIN, 2015). Vários estudos  
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têm demonstrado que o ebselen e o disseleneto de difenila exibem propriedades antioxidante, 

antiinflamatória, anticarcinogênica, antidiabetogênica, hepato e neuroprotetora, analgésica 

entre outras (DE VARGAS BARBOSA et al., 2008; DUNTAS, 2006; EL-BAYOUMY et al., 

[s.d.]; EL-BAYOUMY; SINHA, 2004; GLASER et al., 2013; RAYMAN, 2005; WILHELM 

et al., 2009; ZHOU; XU; HUANG, 2016). Parte destes efeitos protetores estão ligados com a 

capacidade dos mesmos em decompor peróxidos na presença de tióis, reduzir a peroxidação 

lipídica  e aumentar o status antioxidante das células (BARBOSA et al., 2017; NOGUEIRA; 

ROCHA, 2011). 

Além do Ebselen e disseleneto de difenila, uma série de outros compostos orgânicos de 

selênio vêm sendo sintetizados e testados como agentes antitumorais nas últimas décadas 

(SOUZA et al., 2015; DUNTAS, 2006; EL-BAYOUMY et al., 1995; FERNANDES; 

GANDIN, 2015). A atividade antitumoral dos compostos orgânicos de selênio é dependente da 

sua forma química, dosagem e propriedades farmacocinéticas e farmacodinâmicas 

(SANMARTÍN; PLANO; PALOP, 2008). Em geral, os compostos orgânicos contendo selênio 

são melhor tolerados se comparados aos compostos inorgânicos, tais como selenato ou selenito, 

os quais são conhecidos por produzir efeitos genotóxicos (NOGUEIRA; ROCHA, 2011). A 

atividade anticarcinogênica de muitos compostos orgânicos tem sido obtida com doses acima 

das nutricionalmente requeridas e devido a isso os animais experimentais geralmente 

desenvolvem dano hepático e perda de peso (EL-BAYOUMY et al., 1995; FERNANDES; 

GANDIN, 2015; NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004).  

Embora a toxicidade dos compostos orgânicos de selênio possa variar 

consideravelmente, os mecanismos envolvidos são muito semelhantes. Estudos tem mostrado 

que tratamentos crônicos ou agudos com altas doses de disseleneto de difenila por exemplo, 

promovem a inibição de enzimas sulfidrílicas como a δ-ALA-D que está envolvida na síntese 

do heme e a Na+/K+/ATPase (BARBOSA et al., 1998; BORGES; ROCHA; NOGUEIRA, 2005; 

NOGUEIRA et al., 2003; SANTOS et al., 2009). Além disso, a depleção de tióis  e a produção 

de espécies reativas são efeitos bem pontuados na ação tóxica de vários compostos de selênio 

(NOGUEIRA; ROCHA, 2011), que em conjunto caracterizam a atividade pró-oxidante dos 

mesmos.  
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2.15 Compostos orgânicos de selênio derivados do AZT 

 

Uma série de compostos orgânicos contendo elementos calcogênios tem sido sintetizados 

a partir do AZT. Esta estratégia tem sido adotada por Souza e colaboradores, a fim de adicionar 

um caráter antioxidante ao protótipo AZT e potencializar sua ação farmacológica. Os carbonos 

3’ e 5’ do anel de ribose do AZT são geralmente escolhidos para as substituições. A figura 

abaixo ilustra alguns destes derivados contendo Selênio, Telúrio e Enxofre. 

 

 

 

Figura 8: Síntese de organocalcogênios derivados do AZT: Os compostos foram sintetizados 

com adição de tetraidrofurano, etanol, boroidreto de sódio (NaBH4) e mesilato. Após a 

conclusão da reação, a mistura foi extraída com CH2Cl2. Os compostos, descritos abaixo, foram 

obtidos com rendimentos de 40 a 83%. (Souza et al, 2015). 

 

5′-(Fenilseleno)zidovudina (3a); 

5′-(4-Metilfenilseleno)zidovudina (3b); 

5′-(2-Metilfenilseleno)zidovudina (3c); 
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5′-(2,4,6-Trimetilfenilseleno)zidovudina (3d); 

5′-(4-Metoxifenilseleno)zidovudina (3e); 

5′-(3 Trifluorometilfenilseleno)zidovudina (3f); 

5′-(1-Naftilseleno)zidovudina (3g); 

5′-(4-Clorofenilseleno)zidovudina (3h); 

5′-(((4-Metilfenil)carbonil)seleno)zidovudina (3i); 

5′-(Feniltio)zidovudina (3j); 

5′-(Fenilteluro)zidovudina (3k). 

 

Neste protocolo de síntese, Souza e colaboradores realizaram a substituição no carbono 

5' do anel de ribose do AZT, pelo fato do grupamento OH, juntamente com o grupo azida do 

carbono 3’, serem passíveis de manipulação, através de uma série de diferentes reações. Na 

primeira etapa foi realizada a reação de mesilação para obter um bom grupo de saída. Na etapa 

seguinte foi realizada a reação de substituição pelo nucleófilo de Selênio. No processo de 

síntese também foi avaliada a natureza eletrônica dos substituintes no anel aromático, como 

grupos doadores de elétrons (metil) e retiradores (cloro). A presença desses substituintes pode 

alterar o rendimento final dos compostos, teoricamente os substituintes doadores de elétrons 

apresentam melhores rendimentos porque aumentam a nucleofilicidade do nucleófilo de 

selênio, enquanto que os retiradores tem menor rendimento porque diminuem a 

nucleofilicidade. Isso explica a escolha por estes substituintes. 

Três destas moléculas sintetizadas por Souza e colaboradores, se destacaram por 

apresentar atividade antioxidante (tiol-like e antiperoxidação lipídica) e antitumoral em células 

de câncer de bexiga humano. As características dos compostos estão descritas abaixo: 

SZ1: 5’-Se-(4-clorofenil)zidovudina (3h). 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δ= 9.85 (s, 1H), 

7.49 – 7.45 (m, 2H), 7.28 – 7.22 (m, 2H), 7.20 (s, 1H), 6.08 (t, J = 6.43 Hz, 1H), 4.22 – 4-12 

(m, 1H), 4.11- 4.01 (m, 1H), 3.28 – 3.18 (m, 2H), 2.49 – 2.36 (m, 2H), 1.86 (s, 3H). 13C NMR 

(CDCl3, 100 MHz) δ = 164.2, 150.3, 135.7, 133.9, 129.7, 127.2, 111.1, 85.2, 82.7, 62.7, 37.4, 

30.0, 12.4. Estado físico: óleo amarelo. Rendimento: 67%. Pureza: 97.5%. 

SZ2: 5’-Se-(Fenil)zidovudina (3a). 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δ= 9.27 (s, 1H), 7.58 

- 7.51 (m, 2H), 7.32 – 7.26 (m, 4H), 6.12 (t, J = 6.55 Hz, 1H), 4.25 - 4.14 (m, 2H), 3.24 (d, J = 

5.1 Hz, 2H), 2.53 – 2.30 (m, 2H), 1.86 (s, 3H). 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ = 163.8, 149.9, 

135.4, 132.3, 129.5, 127.9, 111.4, 84.9, 82.8, 62.8, 37.4, 29.7, 12.4. Estado físico: óleo amarelo. 

Rendimento: 55%. Pureza: 98.8%. 
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SZ3: 5’-Se-(4-metilfenil)zidovudina (3b). 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δ= 8.55 (s, 1H), 

7.44 (d, J = 8.08 Hz, 2H), 7.28 (s, 1H), 7.11 (d, J = 7.85 Hz, 2H), 6.12 (t, J = 6.53 Hz, 1H), 4.21 

– 4.16 (m, 1H), 4.10- 4.05 (m, 1H), 3.20 (d, J = 5.08, 2H), 2.49 – 2.43 (m, 2H), 2.35 (s, 3H), 

1.90 (s, 3H). 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ = 163.4, 149.9, 137.9, 135.4, 132.8, 130.5, 125.1, 

111.5, 84.7, 83.0, 62.9, 37.5, 30.4, 21.1, 12.7. Estado físico: óleo amarelo. Rendimento: 58%. 

Pureza: 96.2%. 

 

 

2.16 Células sanguíneas como modelo experimental em pesquisas toxicológicas 

 

As células sanguíneas são essenciais na homeostase de todos os tecidos, exercendo 

funções específicas, como por exemplo o transporte de gases, exercido pelos eritrócitos; a 

defesa do organismo contra microorganismos e agentes invasores, executado pelos leucócitos  

e o processo de coagulação sanguínea, que tem as plaquetas como componente fundamental 

(SANTOS et al., 2009).  

O sangue humano constitui uma fonte simples de vários tipos celulares com 

propriedades estruturais e metabólicas peculiares, que o tornam um tecido-alvo para estudos 

farmacológicos e toxicológicos, biomonitoramento de intoxicações ocupacionais e de doenças 

e para estudos preditivos que determinam o limite de dosagem de novas moléculas 

(BARKHORDARI et al., 2014; FARAG; ALAGAWANY, 2018). As células mononucleares 

(PBMCs) e eritrócitos de sangue humano são frequentemente utilizados como modelo celular 

primário para estudos toxicológicos/farmacológicos in vitro. Os efeitos observados nas células 

mononucleares, principalmente a nível de expressão gênica, poderiam ser comparáveis aos dos 

órgãos alvo de muitos compostos, uma vez que aproximadamente 80% da expressão gênica é 

compartilhada entre eles (LIEW et al., 2006). Outra grande vantagem do uso de células 

mononucleares é o biomonitoramento da genotoxicidade em humanos, já que são obtidas em 

grandes quantidades e estão quase todas na mesma fase do ciclo celular (VISSERS et al., 2013). 

As células mononucleares podem ser extraídas de sangue total usando Ficoll, um 

polissacarídeo hidrofílico que separa os constituintes do sangue pela diferença de densidade 

(PÖSEL et al., 2012). A separação ocorre de maneira que estas células localizem-se entre os 

eritrócitos e células polimorfonucleares na parte inferior (neutrófilos, eosinófilos, basófilos) e 

o plasma na parte superior. As PBMCs incluem linfócitos (células T, células B e células NK), 

monócitos e células dendríticas. Nos seres humanos, as freqüências dessas populações variam 

em todos os indivíduos, mas tipicamente, os linfócitos estão na faixa de 70-90%, monócitos de 
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10 a 20%, enquanto que as células dendríticas são raras, representando apenas 1-2% 

(CORKUM et al., 2015; ZHANG; HUANG, 2012). As frequências de tipos de células dentro 

da população de linfócitos incluem 70-85% de células T CD3+, 5-10% de células B e 5-20% 

de células NK sendo que os linfócitos CD3+ são compostos por células T CD4+ e CD8+, 

aproximadamente na proporção de 2: 1 (ZHANG; HUANG, 2012).  

Após a ativação, o subconjunto de células T CD4+ pode se desenvolver em vários 

subconjuntos de células efetoras, auxiliares foliculares e diferentes tipos de células reguladoras 

(KANSAS; WOOD; TEDDER, 1991). De acordo com o padrão de citocinas que expressam, os 

linfócitos T auxiliar podem ser divididos em Th1, Th2, Th9, Th17, Th22 e Th folicular 

(ZHANG; HUANG, 2012). As células Th1 produzem as citocinas TNF-α, IFN-γ e IL-2, 

promovendo assim a imunidade protetora contra agentes patogênicos intracelulares por 

ativação de macrófagos e regulação positiva de iNOS (óxido nítrico sintase). As células Th2 

caracterizam-se pela produção de IL-4, IL-10, IL-6, IL-5 e IL-13, podendo promover respostas 

imunitárias humorais e a defesa do hospedeiro contra parasitas extracelulares, além de também 

potencializar respostas alérgicas e asma (KIYOMI et al., 2015). As citocinas Th9 são expressas 

em lesões periapicais, onde contribuem para a estabilidade da lesão. A IL-9 (o principal produto 

Th9) foi descrita como uma citocina pleiotrópica, cuja atividade pró ou anti-inflamatória pode 

diferir significativamente dependendo do meio global de citocinas (ZHANG; HUANG, 2012). 

As células Th17, que secretam IL-17, promovem imunidade protetora contra bactérias 

extracelulares e fungos, principalmente em superfícies mucosas e também podem desencadear 

doenças auto-imunes e inflamatórias, como esclerose múltipla, psoríase, diabetes juvenil, artrite 

reumatóide e doença de Crohn (ZHANG; HUANG, 2012). As células Th22 são caracterizadas 

pela secreção de IL-22 e seu papel na defesa do hospedeiro ainda não está claro. As células Tfh 

(auxiliares foliculares) que secretam IL-21 e uma série de outras citocinas Th, estão envolvidas 

na promoção das respostas do centro germinal e fornecem ajuda para a troca de classes de 

células B (KIYOMI et al., 2015). 

 As quimiocinas e interleucinas pertencentes a este grupo de moléculas caracterizam-se 

por seu papel crucial na homeostase imune, podendo atuar majoritariamente em conjunto como 

agentes pró ou anti-inflamatórios, de modo que cada citocina pode atuar, inclusive, na regulação 

da produção de outras moléculas pertencentes à mesma classe (KIYOMI et al., 2015). Dessa 

forma, por desempenhar um papel importante na regulação da função imune, as PBMCs são 

muito utilizadas também na investigação de mecanismos envolvidos em desordens immuno-

inflamatórias e na pesquisa com agentes com potencial anti-inflamatório. 
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Além das PBMCs, os eritrócitos também são muito utilizados em pesquisas 

toxicológicas. São células sanguíneas altamente vulneráveis à ação de agentes oxidantes por 

conter altas concentrações de ácidos graxos poliinsaturados, oxigênio molecular e íons ferrosos 

(FARAG; ALAGAWANY, 2018). Como resposta compensatória à alta susceptibilidade aos 

insultos oxidantes, os eritrócitos são dotados de um eficiente sistema antioxidante 

citoplasmático representado principalmente pelas enzimas catalase (CAT), superóxido 

dismutase (SOD), GPx e uma alta quantidade de GSH (FARAG; ALAGAWANY, 2018). 

Parâmetros de peroxidação lipídica, depleção de GSH celular e alterações na integridade 

estrutural são frequentemente investigadas nessas células após exposição a xenobióticos 

(FARAG; ALAGAWANY, 2018; LANG; QADRI, 2012; PIAGNERELLI et al., 2007; 

SCHIAR et al., 2009).  
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3 JUSTIFICATIVA 

 

  Na procura por novas terapias contra infecções virais e câncer destacam-se os resultados 

animadores que vêm sendo obtidos em vários trabalhos experimentais, em termos de eficácia e 

segurança, com compostos derivados de nucleosídeos. A modificação estrutural de 

nucleosídeos já utilizados na clínica para diversas doenças tem gerado moléculas promissoras, 

principalmente por serem mais toleráveis que as drogas originais em diferentes modelos in vivo.  

Neste cenário, destaca-se o AZT cujo os efeitos tóxicos têm levado ao abandono do seu uso em 

muitos casos. No entanto, embora tóxico, sua eficácia farmacológica como droga 

anticarcinogênica e antirretroviral é indiscutível e por isso, a modificação estrutural é uma 

estratégia que vem sendo adotada por vários grupos de pesquisa em busca da otimização da 

molécula. A fosfazida pode ser considerada um exemplo bem sucedido dessa estratégia, um 

fármaco derivado do AZT que apresenta algumas vantagens em relação ao mesmo e por isso 

está sendo utilizada para o tratamento do HIV. No entanto, existem ainda poucas moléculas 

com este perfil de efeitos e que tenham alcançado destaque clínico, fato mandatório para o 

desenvolvimento de pesquisas voltadas para a triagem de compostos que exibam propriedades 

análogas ao AZT em células alvo da droga. Com este objetivo, iniciamos uma pesquisa mais 

detalhada com três novos análogos do AZT contendo selênio, uma vez que esses compostos já 

haviam sido apontados em um estudo prévio como anti-carcinogênicos; mas não tinham sido 

testados ainda com maior precisão em células normais e in vivo. A inserção de selênio nessas 

moléculas foi pensada em termos terapêuticos devido à importância biológica do elemento para 

vários processos celulares e no destaque que muitos compostos orgânicos de selênio vem 

recebendo como promissores terapêuticos em vários modelos de patologias humanas. 

 Além de conter células alvo ao AZT e ao HIV, a escolha por células sanguíneas como 

base deste estudo também se deve às várias vantagens que esse sistema apresenta para 

investigações de cunho toxicológico e/ou farmacológico. Alterações morfológicas, enzimáticas, 

parâmetros citotóxicos e genotóxicos podem ser realizadas através de metodologias eficazes, 

relativamente simples e de baixo custo. Considerando todos os aspectos abordados, nosso 

estudo foi delineado para primeiramente averiguar os possíveis efeitos tóxicos induzidos pelas 

novas moléculas análogas ao AZT in vitro e in situ, resultados que fornecerão importantes 

informações para a escolha efetiva daquelas que possam ser promissoras em modelos de câncer 

e infecções virais e in vivo.  

 



55 
 

4 OBJETIVOS 

 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar e comparar a toxicidade dos organocalcogênios derivados do AZT: 5’-(4-

Clorofenilseleno)zidovudina (SZ1), 5’-(Fenilseleno)zidovudina (SZ2) e 5’-(4-

Metilfenilseleno)zidovudina (SZ3) em células sanguíneas e em camundongos, a fim de 

selecionar  compostos potencialmente seguros do ponto de vista toxicológico para serem 

testados futuramente  em modelos de doenças onde o AZT é usado como droga de escolha. 

 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Em células mononucleares quiescentes e estimuladas e em eritrócitos: 

1. Investigar o efeito da exposição ao AZT e derivados sobre a viabilidade celular, 

2. Através da determinação dos níveis de espécies reativas, de tióis, de peroxidação 

lipídica e da atividade de enzimas sulfidrílicas, verificar a participação do estresse oxidativo 

nos efeitos induzidos pelo AZT e derivados,  

3. Avaliar o perfil do ciclo celular e o percentual de células apoptóticas após a exposição 

ao AZT e derivados; 

  4. Determinar os níveis e expressão das citocinas Th1/Th2/Th17 (Interleucina 2/IL-2, 

IL-4, IL-10, IL-17A, TNFα (Fator de Necrose Tumoral-α) e IFN-γ (Interferon-gama) após a 

exposição; 

  5. Avaliar a expressão de RNAm de genes relacionados com vias apoptóticas (Caspase 

3, Caspase 6, BAX, BAD, Bcl-2, p53) e imuno-inflamatória (Fator de Transcrição Nuclear/NF-

κB; IL-2, IL-6, IL-10, TNFα e IFN-γ) após a exposição; 

    

 

  Em camundongos adultos: 

   1. Avaliar sinais clínicos de toxicidade associados com a exposição aguda ao AZT e 

derivados (dose única de 100µmol/Kg), 

   2. Através da medida de marcadores séricos, avaliar a função hepática e renal dos 

animais após a exposição. 
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Figura 9: Desenho experimental 
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5 ARTIGOS CIENTÍFICOS  

 

 Os resultados desta tese estão dispostos na forma de um artigo científico publicado na 

revista “Toxicological Sciences” e um manuscrito submetido para publicação na “Journal of 

Trace Elements in Medicine and Biology”. Os itens referentes a materiais e métodos, resultados, 

discussão e referências bibliográficas encontram-se nos próprios artigo e manuscrito. O artigo 

está disposto na forma como foi publicado. O manuscrito está na forma como foi submetido. 
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5.1 ARTIGO 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHALCOGENOZIDOVUDINE DERIVATIVES WITH ANTITUMOR 

ACTIVITY: COMPARATIVE TOXICITIES IN CULTURED HUMAN 

MONONUCLEAR CELLS 

 

ASSIS ECKER, PAULINE CHRIST LEDUR, RAFAEL S. DA SILVA, DANIELA 

BITENCOURT ROSA LEAL, OSCAR E. D. RODRIGUES, DANIEL ARDISSON-ARAÚJO, 

EMILY PANSERA WACZUK, JOÃO BATISTA TEIXEIRA DA ROCHA E NILDA 

VARGAS BARBOSA 

 

(Artigo publicado na revista “Toxicological Sciences”) 
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5.2 MANUSCRITO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SAFETY PROFILE OF AZT DERIVATIVES: ORGANOSELENIUM MOIETIES 

CONFER DIFFERENT CYTOTOXIC RESPONSES IN FRESH HUMAN 

ERYTHROCYTES DURING IN VITRO EXPOSURES 
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Safety profile of AZT derivatives: Organoselenium moieties confer different cytotoxic 

responses in fresh human erythrocytes during in vitro exposures 
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Abstract 

Introduction: The incorporation of selenium in nucleosides structure is a promising strategy 

to develop novel therapeutic molecules. Objective: To evaluate the toxicity of three AZT 

derivatives containing organoselenium moieties on human erythrocytes. Methodology:  

Freshly human erythrocytes were acutely treated with AZT and SZ1 (chlorophenylseleno), SZ2 

(phenylseleno) and SZ3 (methylphenylseleno) at concentrations ranging from 10 to 500µM. 

Afterwards, parameters related to membrane damage, redox disturbance and eryptosis were 

determined in the cells. Results: The effects of AZT and derivatives toward erythrocytes 

differed considerably. Overall, the SZ3 exhibited effects profiles similar to the prototypal AZT, 

without causing cytotoxicity. Contrary, the SZ1 induced hemolysis and increased the membrane 

fragility of cells. Reactive species generation and ghost lipid peroxidation were also 

substantially increased in cells after exposure to higher concentrations of SZ1. δ-ALA-D and 

Na+/K+-ATPase activities were inhibited by SZ1 and SZ2. Additionally, both derivatives 

caused eryptosis, promoting cell shrinkage and translocation of phosphatidylserine at the 
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membrane surface. The size and granularity of erythrocytes were not modified by any 

compound. Conclusion: The insertion of either chlorophenylseleno or, in a certain way, 

phenylseleno moietes in the structure of AZT molecule was harmful to erythrocytes and this 

effect seems to involve a pro-oxidant activity. This was not true for the derivative encompassing 

methylphenylseleno portion, making it a promising candidate for in vivo studies. 

 

Keywords: Nucleosides, Zidovudine; selenium, derivatives, erythrocytes 

 

Abbreviations: AZT: 3’-deoxythymidine or zidovudine; SZ1: 5’-(4-

Chlorophenylseleno)zidovudine; SZ2: 5’-(Phenylseleno)zidovudine; SZ3: 5’-(4-

Methylphenylseleno)zidovudine; Se: Selenium; HIV: Human immunodeficiency virus; AIDS: 

Acquired immunodeficiency syndrome; TrxR: Thioredoxin reductase; GPx: Glutathione 

peroxidase; δ-ALA-D: Delta-aminolevulinate dehydratase; DTT: Dithiothreitol; DTNB: 5′5′-

dithio-bis(2-nitrobenzoic) acid; TCA: Trichloroacetic acid; DHR-123: Dihidrorhodamine 123; 

SDS: Sodium dodecyl sulphate; OF: Osmotic fragility; EC: Effective concentration; ALA: 5-

aminolevulinic acid; NPSH: Non Protein Thiols; TBARS: Thiobarbituric acid reactive 

substances; MDA: Malondialdehyde; PHA: Phytohemagglutinin. 

 

 

1. Introduction 

 

           Some classes of nucleosides and nucleotides analogues have been extensively used as 

antiviral and anticancer therapeutics [1–3]. One of the most studied is the thymidine 

deoxynucleoside analogue azido 3’-deoxythymidine or zidovudine (AZT). By suppressing HIV 

reverse transcriptase activity, AZT is often incorporated as one of the anti-retroviral drugs of 

choice in a combination therapy, which is effective in halting the HIV replication and slowing 

the progression of AIDS [4]. Additionally, AZT has proven to be efficient against some types 

of cancer by inhibiting the enzyme telomerase and delaying the cell cycle arrest [5,6]. 

Nevertheless, the pharmacological use of AZT in modern therapy has been limited because of 

its moderate toxicity, commonly manifested by anemia, neutropenia, and thrombocytopenia in 

patients under long-term treatment [7,8]. So, due to the current undesirable effects of the 

commercially anti-HIV and anticancer drugs, the development of new nucleoside molecules, 

including those based on AZT scaffold, has become an increasingly area of research [9–13].  
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     Selenium (Se) is an essential trace element for the maintenance of numerous cellular 

functions in many organisms. In humans, Se is required for synthesis of at least 25 

selenoproteins, which are mainly represented by glutathione peroxidase (GPx), thioredoxin 

reductase (TrxR) and iodothyronine deiodinase (ID) families [14–16]. Of pharmacological 

importance, many organic selenium compounds have been highlighted as mimics of GPx and 

ID enzymes and/or as substrates for TrxR [15,17–20]. 

 In contrast to its physiological role, high levels of Se can be toxic to different classes of 

living organisms, including mammals [20–22]. The mechanisms behind this toxicity have not 

been defined. But, mounting evidence has indicated that inorganic/organic selenium 

compounds can behave as weak and soft electrophiles, oxidizing low and high molecular-

weight thiols  and causing oxidative stress [23,21,24,25]. Thus, the redox balance of cellular 

environment can determine the role of selenium compounds as oxidants or antioxidants.  

Recently, Souza and collaborators (2015) synthesized a series of AZT derivatives containing 

organoselenium moieties (chlorophenylseleno, phenylseleno and methylphenylseleno) and 

tested their effects against bladder carcinoma cells [26]. In addition to anti-tumoral activity, the 

researchers observed that the Se incorporation conferred to the derivatives pro-apoptotic and 

thiol-peroxidase like activity [26]. Although these findings have brought to light promising 

molecules, studies toward healthy cells are necessary to evaluate the safety of these derivatives 

since Se can elicit both toxic and beneficial effects to animals [20,21,27–30]. With this in mind, 

subsequently Mariano and collaborators (2016) performed an initial screening with the 

derivatives where it was evidenced different toxic effects of them in total leucocytes after a 

short-term exposure (30). Using more accurate procedures and a longer exposure period, we 

demonstrated that the AZT derivatives with chlorophenylseleno and phenylseleno moietes, but 

not methylphenylseleno, were toxic to quiescent and PHA-stimulated lymphocytes, eliciting 

oxidative, inflammatory and apoptotic events [31]. The same pattern of toxicity was also 

observed in mice acutely exposed to the respective derivatives; data that reinforce the use of 

simple and inexpensive target cells as an effective investigative tool for toxicological purposes. 

 Bearing in mind the hematological disturbances developed in AZT-treated patients and 

the importance of more scientific information on toxicology/pharmacology of AZT prototypes, 

herein we choose erythrocytes as blood target cell to evaluate the effects triggered by a short-

term exposure to AZT and Se-derivatives. As end-points of toxicity, we investigated in fresh 

human erythrocytes the potential of compounds in inducing hemolysis, oxidative stress and 

eryptosis as well as their reactivity on endogenous thiol groups and sulfhydryl-containing 

enzymes, molecular targets for organochalcogens with pro-oxidant action.  
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2. Material and Methods 

 

2.1 Chemicals 

 All chemicals used in this investigation were of analytical grade. DMSO, Triton-X 100, 

MES buffer, 5-aminolevulinic acid, trichloroacetic acid, CuSO4, Zinc (Zn2+), dithiothreitol 

(DTT), 5′5′-dithio-bis(2-nitrobenzoic) acid (DTNB), dihidrorhodamine 123 (DHR-123), 

Malondialdehyde (MDA) and bovine serum albumin were purchased from Sigma Aldrich. 

Alexa Fluor 488-conjugated annexin V kit, MgSO4, CH3COOH, CH3COOHNa, 

NaH2PO4/Na2HPO4, Comassie brilliant blue, trichloroacetic acid, sodium dodecyl sulphate 

(SDS), Fe2+, K3EDTA vacuum tubes, acetic acid, oubain, NaCl, KCl, tris-HCl, ascorbic acid, 

ammonium molybdate were obtained from standard commercial suppliers. 

 

2.2 Synthesis of selenium compounds 

 The synthesized derivatives containing additional phenylseleno ligands in position 5’ of 

deoxyribose ring of AZT molecule, namely: 5’-(4-Chlorophenylseleno)zidovudine (SZ1), 5’-

(Phenylseleno)zidovudine (SZ2) and 5’-(4-Methylphenylseleno)zidovudine (SZ3), were 

prepared by methods described previously and showed > 95% chemical purity after LC−MS 

analysis (For details of synthesis and analytical/spectroscopic data, see Souza et al., 2015). The 

chemical structures of AZT and Se-derivatives are outlined in Figure 1.  

 

 Figure 1: Chemical structure of AZT and Se-derivatives. Hydroxyl group (OH) located at 

the 5’ position of deoxyribose ring from AZT molecule was replaced by the different 

phenylselenium moieties. 
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2.3 Isolation of human erythrocytes 

 Venous human blood was collected into K3EDTA vacuum tubes from healthy 

volunteers with age between 20 and 40 years, adequate bone marrow and renal function and 

abstained from drug treatments for at least 30 days prior to the sample collection. Erythrocytes 

were isolated by centrifugation of whole blood at 500 g for 10 min at room temperature. The 

non-erythrocyte-containing supernatant and white blood cells were carefully removed by 

aspiration after centrifugation. The erythrocytes portions were washed three times with buffered 

saline solution (6.1mM phosphate buffer in an isosmotic NaCl solution - 150mM, pH 7.4) 

followed by centrifugation at the same conditions. During the washing, white blood cells were 

discarded from pellet. The final suspension with the isolated erythrocytes was resuspended in 

appropriate buffer to give the specific concentrations of hematocrit for each assay. Cells were 

immediately used for the tests. This protocol was reviewed and approved by the appropriate 

institutional review board from Guidelines of the Committee of UFSM (0089.0.243.000-07). 

 

 

2.4 Exposure of erythrocytes to AZT and Selenium-derivatives 

 The range concentrations of AZT and Se-derivatives were selected by extrapolation 

from human dosages. Based in the peak plasma concentrations of AZT found in patients under 

therapy, ranging from 3.2 to 10.8μmol/L [0.86–2.9 mg/L] [32,33], the lowest concentration 

chosen for the experiments was 10µM. We also tested the effect of AZT and Se-derivatives at 

supra-therapeutic concentrations up to a maximum of 500µM. Then, samples of isolated 

erythrocytes were pre-incubated with AZT and Se-derivatives at 10, 25, 50, 100, 200 and 

500µM or vehicle (DMSO 0.5%) for different times at 37 °C. Appropriate buffers were selected 

for each assay. After incubation, the cells were used in in vitro assays.  

 

2.5 Hemolysis measurement  

 For hemolysis determination, washed erythrocytes (15% hematocrit) were treated with 

AZT and Se-derivatives in a phosphate buffer-saline medium (TFK 6.1 mM pH 7.4, containing 

150 mM NaCl) for 3h, with slightly mixing every 30 min. Afterwards, the samples were 

centrifuged at 750g for 10 min and the resultant supernatant used to measure hemolysis 

according to the method described by Godal and Heistø (1981) [34]. Hemolysis ratio was 

determined spectrophotometrically at 540nm, based on the content of hemoglobin released 

from cells after membrane disruption. The concentrations of AZT and Se-derivatives that 

caused hemolysis were not used in the osmotic fragility assay. 
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2.6 Osmotic fragility test 

 To determine the susceptibility of erythrocytes to hemolysis in hypotonic salt solution, 

we carried out the standard method of osmotic fragility (OF), excluding those treatments that 

displayed high erythrocyte hemolysis rate in the previous test. OF test estimates the ability of 

erythrocytes in resisting to hypotonic conditions and remaining intact, without the occurrence 

of cell lysis. OF test was determined accordingly to the method described by Godal and Heistø 

(1981) [34], through the measure of hemolysis in varying concentrations of saline solution. 

Briefly, isolated fresh erythrocytes were resuspended in buffered saline solution (15% 

hematocrit) and treated with AZT or Se-derivatives for 3h with slightly mixing every 30 min at 

37 °C. After incubation, the samples were washed twice with saline solution and centrifuged at 

750g for 10 min. The low-speed supernatant was removed and the remaining erythrocytes were 

diluted with saline at concentrations of 0, 0.4, 0.45, 0.5, 0.55, 0.6, 0.65, 0.9% (w/v). After 

centrifugation at 500g for 5min, the content of hemoglobin in the supernatant was measured 

spectrophotometrically at 540 nm. The absorbance of untreated erythrocytes lysed with distilled 

water served as reference, representing 100% lysis. The effective concentration (EC) of NaCl 

solution that induced 50% of hemolysis was calculated from the osmotic fragility (OF) curve 

using a straight-line equation. 

 

2.7 Delta-aminolevulinate dehydratase (δ-ALA-D) assay 

 The activity of sulfhydryl enzyme δ-ALA-D was assayed according to the method of 

Sassa (1982) [35] with minor modifications, by measuring the rate of porphobilinogen (PBG) 

formation. Briefly, isolated erythrocytes from whole blood were lysed with a solution 

containing ice-cold distilled water and 0.4% Triton-X 100, in accordance with the procedure 

previously used in our laboratory. The samples released from lysed erythrocytes were incubated 

with AZT and Se-derivatives in a medium containing 16.6 mM MES buffer (pH 6.8) and 2mM 

5-aminolevulinic acid (ALA) enzyme’s substrate for 3h and 12h at 37 °C. The reaction was 

stopped with 10% trichloroacetic acid and 20 mM CuSO4. Afterwards, the samples were 

centrifuged for 5 min at 3000 g and the supernatant used to measure the reaction product using 

modified Ehrlich’s reagent at 555nm, which upon reacting with the PBG produces a pink color. 

Enzyme activity was calculated as nmol PBG/mL of blood/hour and expressed as percentage 

in relation to the control.  
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To investigate the involvement of –SH groups and zinc (Zn2+) in the inhibitory effect of 

AZT and Se-derivatives on δ-ALA-D, the erythrocytes were also incubated with a media 

containing 500µM of either the reducing agent (dithiothreitol; DTT) or zinc chloride (Zn2+). 

The enzyme reactivation was determined by normalization of δ-ALA-D values from treated 

cells by control of each group with DTT and Zn2+ [36]. 

 

2.8 Non Protein Thiols (NPSH) Determination  

 The rate of NPSH oxidation was evaluated by measuring the disappearance of -SH 

groups according to the spectrophotometric method proposed by Ellman (1959) [37], using the 

colored reagent 5′5′-dithio-bis(2-nitrobenzoic) acid (DTNB) that reacts with –SH groups. 

Isolated erythrocytes (15% hematocrit) were incubated with AZT and Se-derivatives for 3h at 

37 ºC in a medium containing 1x phosphate buffered saline (PBS) (pH 7.4). Afterwards, 

erythrocytes from the reaction mixture were hemolyzed with 2%Triton-X 100. 20% TCA was 

included for the protein precipitation. The samples were centrifuged for 10min at 2000g and 

the resultant supernatant used to check the amount of –SH groups at 412nm. The content of –

SH groups was calculated using GSH as standard and expressed as percentage in relation to the 

control. 

 

2.9 Flow cytometry analysis  

 Erythrocyte suspensions (3% hematocrit) were incubated with AZT and Se-derivatives 

at 10, 25, 50, 100, 200 and 500µM or vehicle (DMSO) in a medium containing 1x PBS for 3h. 

After incubation, the cells were washed and prepared for detection of reactive species levels 

(RS), eryptosis and morphological aspects by flow cytometry (BD Accury C6 Cytometer). A 

life-gate based on forward scatter (FSC) and side scatter (SSC) parameters was defined to 

analyze only erythrocytes and exclude cell debris. Each measurement was done using 100.000 

events. Results represent the mean of at least three independent experiments carried out in 

triplicates.  

 

2.9.1 Reactive species (RS) detection by DHR staining 

 The fluorescence probe dihidrorhodamine 123 (DHR-123) was employed to detect the 

intracellular RS levels generated by erythrocytes, following the method described by Royall 

and Ischiropoulos (1993) [38]. The oxidation of DHR-123 by intracellular RS form the 

fluorescent product rhodamine 123 (Rho-123). After treatments, cells were incubated with 

15µM DHR-123 for 1h at 37 ºC. The green fluorescence intensity was immediately determined 
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in the FL-1 channel (530/30nm, standard FITC filter set) in the flow cytometer. Results were 

collected as intensity fluorescence mean and expressed as % in relation to the control. 

 

2.9.2 Eryptosis analysis by annexin V staining 

 After treatments, the percentage of erythrocytes with phosphatidylserine-exposed at 

membrane surface was detected according Tait and Gibson (1994) [39], using the Alexa Fluor 

488-conjugated annexin V kit (Invitrogen). Annexin V was used to measure the plasma 

membrane phosphatidylserine translocation resultant from erythrocytes shrinkage, which is 

considered one of the earliest feature of eryptosis [40]. The mean of annexin V-fluorescence 

was recorded in FL1 channel (530/30nm, standard FITC filter set). Results were expressed as 

percentage of cells stained with probe. 

 

2.9.3 Cell size and Granularity 

 Digital signals of forward-scattered light (FSC) and side-scattered light (SSC) were 

recorded for analyzing cell size and granularity, respectively and ascertain morphological 

changes [41]. Decrease in FSC and increase in SSC commonly appear when cells undergo 

apoptosis, due the loss of cell volume (cell shrinkage). 

 

2.10 Preparation of hemoglobin free-erythrocyte ghosts  

 Erythrocyte membrane preparation was performed according the method proposed by 

Bjerrum (1979) [42], where is possible to obtain hemoglobin depleted-membranes with a 

permeability as close as possible to that of the intact cells. For that, isolated erythrocyte 

concentrate was washed trice in 1x PBS (pH 7.4) and homogenized with a hemolysis buffer 

(4mM MgSO4 and 3.8mM CH3COOH, pH 3.6) following centrifugation at 23.000g for 12min 

at 4 ºC. The lysates were then washed with a solution of 2M KCl and 25mM tris/HCl (pH 7.2) 

to increase the membrane tonicity. Lastly, erythrocyte membranes were submitted to a washing 

buffer (4mM MgSO4,1.2mM CH3COOHNa and 2mM NaH2PO4/Na2HPO4, pH 7.0), following 

repeated centrifugations at 23.000g for 12min at 4 ºC, in order to remove the entire hemoglobin 

content within the cells. To recover the original shape of the erythrocyte membranes, the 

samples were washed twice in 1x PBS. The whitish colored membranes obtained at the end of 

process were stored at -80ºC until use.  
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2.10.1 Lipid peroxidation in ghosts  

 Lipid peroxidation in fresh ghosts was determined by measuring the thiobarbituric acid 

reactive substances (TBARS) content according to Buege and Aust (1978) [43]. Ghosts (final 

concentration of 100µg protein) were previously treated with different concentrations of AZT 

and Se-derivatives for 1h and 3h at 37 ºC in a medium containing 50mM Tris/HCl buffer (pH 

7.4). The color reaction was developed in the presence of 0.8% TBA, 20% acetic acid (pH 3.0) 

and 8.1% sodium dodecyl sulphate (SDS). The samples, including those of serial dilutions of 

0.03mM standard MDA, were incubated at 95 °C for 60 min. Fe2+ (50μM) was used as pro-

oxidant agent (positive control). Afterwards, the mixture was cooled and the quantification of 

the colorimetric complex malondialdehyde-thiobarbituric acid was done 

spectrophotometrically at 532 nm. Results were expressed as nmol MDA/mg protein.  

 

2.10.2 Na+/K+-ATPase activity in ghosts 

 Na+/K+-ATPase activity of erythrocyte membranes was measured by determining the 

inorganic phosphate (Pi) content in the assay medium, according to the method proposed by 

Fiske and Subbarow (1925) [44] with minor adaptations. Erythrocyte membranes (200µg of 

protein) were pre-incubated with AZT and Se-derivatives in a reaction mix containing 3mM 

MgCl2, 125mM NaCl, 20mM KCl and 50mM Tris-HCl (pH 7.4) for 3h. The reaction was 

initiated by addition of 3 mM ATP and stopped by adding 0.1 mL of 15 % TCA. To determine 

the specific activity of Na+/K+-ATPase we calculated the difference in absorbance of the 

inorganic phosphate produced by the hydrolysis of ATP in samples with and without 3 mM of 

oubain [45]. Enzyme activity was estimated by quantification of phosphate as a result of the 

color reaction with 2% ascorbic acid and 2.5% ammonium molybdate at 650nm. Results were 

expressed as nmol Pi/min/mg membrane protein.  

 

2.13 Protein measurement 

 The protein content from samples was determined by method of Bradford (1976) [46], 

using bovine serum albumin as standard. 

 

 

2.14 Statistical analysis 

 All parameters were analyzed by One-way ANOVA followed by Bonferroni test when 

appropriate. p<0.05 was considered to indicate a statistically significant difference among the 
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groups. The graphics were made using the GraphPad Prism (GraphPad Software, San Diego, 

CA, USA).  

 

3. RESULTS 

 

3.1 Effect of AZT and Se-derivatives on hemolysis 

           There was not significant release of hemoglobin from erythrocytes treated with AZT and 

SZ2 and SZ3 when compared to the control (Figure 2A). Differently, the incubation of 

erythrocytes with the SZ1 at concentration of 500µM caused immediate hemolysis.  

           In osmotic fragility assay, which was performed with those concentrations that did not 

induce hemolysis, the statistical analysis of EC50 values revealed that the erythrocyte 

membranes became more osmotically fragile after treatment  with SZ1 at concentrations of 100 

and 200µM (Figure 2B). The EC50 values found for AZT, SZ2, SZ3 and control group did not 

differ statistically.  

 

3.2 Effect of AZT and Se-derivatives on erythrocyte oxidative status 

 We examined some oxidative markers in erythrocytes exposed to the different 

compounds, particularly TBARS content in ghosts, NPSH and RS levels. Exposure of 

erythrocytes to AZT and SZ2 and SZ3 did not induce changes in these parameters (Figure 3A, 

3B and 3C). Unlike, all measures were affected in the cells treated with SZ1. The TBARS levels 

of erythrocyte ghosts exposed to 500µM SZ1 for 1h increased 38% in relation to the control 

(Fig. 3A). This increase was more pronounced after 3h exposure (49%) (data not shown). The 

NPSH content of cells treated with 200 and 500µM of SZ1 reduced 21.4% and 26.4%, 

respectively (Figure 3B). SZ1 from 50µM also increased significantly the percentage of DHR-

positive cells. The increase verified from 50µM to 500µM was of 2.5-fold in relation to the 

control (Figure 3C and 3D). 

 

3.3 Effect of AZT and  Se-derivatives on activity of sulfhydryl-containing enzymes 

 We analyzed the reactivity of AZT and Se-derivatives towards the sulfhydryl-containing 

enzymes delta aminolevulinic acid dehydratase (δ-ALA-D) and Na+/K+-ATPase. δ-ALA-D 

activity was not modified by exposure to AZT and SZ3 in the time intervals investigated (Figure 

4A and 4C). Different, the treatment of erythrocytes with SZ1 for 3 and 12h inhibited 

significantly the activity of the enzyme (Figure 4A and 4C). This effect in the cells  treated for 

3h was observed at concentrations of  200 µM (35%) and 500 µM (52%); while in the cells 
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treated for 12h at concentrations of 50µM (32%), 100 µM (48%), 200 µM (71%) and 500 

µM (87%). δ-ALA-D activity was also diminished in the erythrocytes exposed to SZ2 at 

concentrations of 100, 200 and 500µM for 12h; period in which the activity was decreased 

18.9%, 34.6% and 50.8% respectively, in relation to the control (Figure 4C).  

        In this set of experiment, we also explored the effect of DTT and Zn2+ on the inhibition of 

δ-ALA-D activity by SZ1 and SZ2. The activity of enzyme inhibited by SZ2 was totally 

restored only after addition of DTT. Unlike, the inhibition caused by SZ1 was not modified 

after treatment with Zn2+ and/or DTT (Figure 4B and 4D). 

 Regarding Na+/K+-ATPase from ghosts, we found that SZ2 inhibited significantly the 

activity of enzyme  at concentrations of  200 µM (51.2%) and 500 µM (53.6%) when 

compared to the control (Figure 4E). Erythrocytes exposed to SZ1 at 500 µM also presented a 

marked reduction in the activity of enzyme, which reached 33% in relation to the control.  

 

3.4 Effect of AZT and Se-derivatives on erythrocytes morphology and death.  

 In erythrocytes, the phosphatidylserine (PS) exposure at the cell membrane out layer is 

a feature of cell death called eryptosis [47]. By fluorescence cytometric analysis, we explored 

whether the exposure to the compounds could promote changes in the PS localization of 

erythrocytes. We found that the percentage of annexin V-positive cells in AZT and SZ3 groups 

were not significantly different from control (Figure 5A and 5B). Contrary, SZ1 and SZ2 

triggered cell shrinkage and death (Figure 5A and 5B). The percentage of annexin V-positive 

cells in the groups exposed to SZ1 at concentrations of 100, 200 and 500 µM was 1.7%, 3.3% 

and 3.6%, respectively when compared to the control (1%). In cells treated with SZ2 at 

concentrations of 200 and 500 µM these values were 1.9% and 2.5%, respectively.   

Size and granularity of erythrocytes treated with SZ1 and SZ2 were not different from control 

group (Figure 5C). 

 

4. Discussion  

      In a continued effort to evaluate the cytotoxicity of new selenium-containing molecules 

synthesized from AZT nucleoside, we selected the selenium derivatives SZ1, SZ2 and SZ3 for 

testing  with base in a study performed by Souza and coworkers, which showed their anti-

tumoral and antioxidant potential in in vitro assays [26]. Corroborating our parallel study using 

human mononuclear cells, the results obtained here with erythrocytes support the hypothesis 

concerning the safety of SZ3 (methylphenylseleno moiety) and the mild cytotoxic effects 

induced by SZ2 (phenylseleno moiety). On the other hand, the incorporation of 
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chlorophenylseleno portion in the AZT structure originated a potentially toxic new derivative 

(SZ1), which also induced detrimental effects in erythrocytes after acute exposure (see general 

effects summarized in table 1). The short-term treatment with selenium derivative SZ1 caused 

osmotic fragility and hemolysis in erythrocytes. Concomitantly, the cells exposed to this 

compound experienced oxidative stress, marked by the increase in RS levels and membrane 

lipid peroxidation. It is plausible to suppose that these oxidative events have contributed to 

enhance the membrane fragility via membrane protein and unsaturated fatty acids oxidation. 

Moreover, these phenomena could have been aggravated by hemolysis due the increased release 

of iron, which is known by initiating the sequence of steps involved in Fenton reaction [48,49].  

 In vitro and in vivo studies from our research group have demonstrated that the oxidation 

of thiol-containing proteins such as δ-ALA-D and Na+/K+-ATPase along with GSH depletion 

are phenomena implicated in the toxicology of several organochalcogens [23,21,50–52]. 

Especially on erythrocytes, a series of organocompounds encompassing selenium and tellurium 

moieties are known by causing hemolysis, GSH depletion and inhibition of δ-ALA-D and 

Na+/K+-ATPase enzymes [25,52]. In line with this, herein we observed that the erythrocytes 

were molecular targets for selenium derivatives SZ1 and SZ2. Probably the ability of SZ1 in 

oxidizing –SH from low molecular weight molecules like GSH had disrupted the 

antioxidant/oxidant balance, contributing for exacerbated generation of RS in erythrocytes. In 

this scenario, the oxidative stress may has been amplified by the inhibitory effect of compound 

on δ-ALAD activity, since there is evidence that the auto-oxidation of δ-aminolevulinic acid 

culminates with accumulation of intracellular H2O2 and mitochondria dysfunction [53–55].  

 Many studies have supported the idea that mature erythrocytes, even lacking nuclei and 

mitochondria, may undergo a programmed cell death called eryptosis. This process is similar 

to apoptosis of nucleated cells and is characterized by cell shrinkage and phosphatidylserine 

translocation to the erythrocyte surface [47,56–59]. In our assays, this important hallmark of 

toxicity was markedly elevated in the erythrocytes treated with SZ1 and SZ2. We hypothesized 

that the ability of derivatives in compromising the activity of the membrane ATP dependent 

pump Na+/K+-ATPase could explain, at least in part, the shrinkage observed in these cells. In 

accordance, there is evidence that the inhibition of Na+/K+-ATPase facilitates apoptotic cell 

shrinkage in human leukemic T cell line due the deregulation of ionic stability [60]. 

Interestingly, the eryptosis was not elicited by SZ3, which exhibited similar effect patterns to 

those produced by AZT even at high concentrations.  

          Mounting evidence has supported the relationship between selenium deficiency and 

anemia signals [61–64]. Related studies showed that dietary selenium increases the resistance 
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of rat erythrocytes against oxidative damage and hemolysis [65,66]. Besides, the selenoenzyme 

GPx has been reported as critical to prevent the degradation of heme moiety provoked by 

oxidative insults in red cells [67]. In this scenario, non-toxic forms of selenium compounds 

could protect erythrocytes against damages in which oxidative stress has been implicated. 

Within this perspective, our findings disclose derivative SZ3 as a novel promising candidate 

and reinforce our therapeutic interest in targeting this compound to manage diseases based in 

AZT therapy in future protocols.  
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Figure 2. Effect of AZT and Se-derivatives on hemolytic parameters in erythrocytes. (A) 

Hemolysis rate of cells expressed as supernatant absorbance (540nm) after incubation with the 

different concentrations of compounds for 3h. (B) EC50 value of osmotic fragility, defined as 

the effective concentration of NaCl inducing 50% hemolysis after 3h exposure to the AZT and 

Se-derivatives. Values are represented as mean ± SEM (n=3 for hemolysis and n=8 for osmotic 

fragility). *p<0.05 indicates statistical difference from control group by One-way ANOVA 

analysis followed by Bonferroni test. 
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Figure 3: Effect of AZT and Se-derivatives on erythrocytes oxidative balance. (A) Levels 

of thiobarbituric acid reactive substances in erythrocytes ghosts treated with AZT and Se-

derivatives for 1h. Fe2+ (50µM) was used as positive control (n=5). (B) Content of non-protein 

thiols (NPSH) in erythrocytes exposed to AZT and Se- derivatives for 3h (n=5). (C) Levels of  

RS, measured by flow cytometry using the probe DHR123, in cells incubated with AZT and 

Se- derivatives for 3h (n=3). (D) Representative images of life-gate based on forward scatter 

(FSC) and side scatter (SSC) parameters to analyze erythrocytes region. Histogram 

fluorescence peaks of unstained, control, AZT, and Se-derivatives (500µM) for DHR123 

staining (peaks in blue color indicate the area of cells positive for DHR123 in each group). Data 

were expressed as mean+SEM and compared by One-way ANOVA followed by Bonferroni 

test.*p<0.05 indicates statistical difference from control group. 
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Figure 4: Effect of AZT and Se-derivatives on the activity of sulfhydryl-containing 

enzymes. (A) and (C) δ-ALA-D activity after the treatment with AZT and derivatives for 3 and 

12h, respectively. Results are expressed as percentage in relation to the control group. (B) and 

(D) δ-ALA-D activity from cells treated with Se- derivatives 1 and 2 plus DTT (500µM) and 

ZnCl2 (500µM) for 3 and 12h, respectively. Results are expressed as percentage in relation to 

the control of each group. (E) Na+/K+-ATPase activity from membrane ghosts treated with AZT 

and Se-derivatives for 3h. Results are expressed as nmol Pi/min/mg protein. Data are presented 

as mean±S.E.M (n=6) and were compared by One-way ANOVA followed by Bonferroni Test. 

*p<0.05 indicates statistical difference from control group.  
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 Figure 5: Effect of AZT and Se-derivatives on erythrocytes morphology and death. (A) 

Percentage of Annexin V/PI positive cells after the treatment with AZT and Se-derivatives for 

3h as indicative of cell shrinkage. The binding of Annexin V to Phosphatidylserine (PS) on the 

surface of erythrocytes was measured and represented as the percentage of cells stained. (B) 

Histograms showing both Annexin V negative and positive cells in the left and right quadrant, 

respectively. (C) Images showing the effect of the derivatives SZ1 and SZ2 on erythrocyte 

forward scatter: Erythrocytes size (FSC) and granularity (SSC) (one representative out three 

replicates). Data are presented as mean±S.E.M by One-way ANOVA followed by Bonferroni 

test. *p<0.05 indicates statistical difference from control group. 
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Table 1: Summarized data showing the effects of AZT and Se-derivatives on erythrocytes parameters.  

ns: indicates non-significant difference in comparison with the untreated control of each cells;  

+++: indicates statistical difference compared to the control 
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Figure 6: Graphical abstract 
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6 DISCUSSÃO 

 

Estratégias para diminuir os efeitos indesejáveis dos fármacos comerciais utilizados 

para o tratamento de doenças e melhorar a resposta clínica incluem a descoberta de novas 

moléculas, o desenvolvimento de novos sistemas de liberação de fármacos e a modificação 

química das moléculas já existentes e utilizadas na clínica (LAPPONI et al., 2016). Baseando-

se nesta última abordagem, este trabalho aborda a pesquisa com novos compostos contendo o 

selênio ligado na posição 5’ do anel de ribose do nucleosídeo zidovudina usando células 

sanguíneas humanas como alvo dos efeitos analisados. Os experimentos foram realizados com 

várias concentrações, que variaram de 10µM (concentração próxima aos níveis plasmáticos do 

estado estacionário alcançado em pacientes soropositivos em terapia com AZT) (MATTEUCCI 

et al., 2009), até concentrações suprafarmacológicas com 200µM para PBMCs e 500µM para 

eritrócitos. Uma vez que o HIV infecta principalmente células T quiescents, primeiramente 

optamos por realizar os ensaios em PBMCs não estimuladas. No entanto, levando em 

consideração os diversos estudos que têm mostrado diferenças marcantes na citotoxicidade do 

AZT entre células quiescentes e células proliferativas, alguns experimentos-chave foram 

repetidos usando PBMCs estimuladas com PHA. 

No geral, os resultados encontrados no estudo demonstraram que entre os derivados do 

AZT, apenas o SZ3 não induziu alterações significativas nos parâmetros avaliados em 

eritrócitos, PBMCs não estimuladas e camundongos. Por outro lado, a incorporação da porção 

‘clorofenilseleno’ na estrutura do AZT originou um composto potencialmente tóxico (SZ1) 

tanto in situ como in vivo. O SZ2 apresentou uma toxicidade moderada observada 

principalmente nas células expostas às concentrações elevadas. SZ1 e SZ2 modificaram 

respostas de cunho redox, imune e causaram perda de viabilidade e ativação de vias associadas 

a morte celular por apoptose. Em PBMCs estimuladas com PHA, além do SZ1 e SZ2, pôde-se 

observar que o tratamento com AZT e SZ3 também alterou o ciclo celular, aumentando o 

percentual de células na fase S do ciclo. 

 A perda da viabilidade nas células tratadas com SZ1 evidenciada através da redução do 

MTT, liberação de LDH, incorporação de PI no DNA, aumento da fragilidade osmótica e 

hemólise, pode ter como um dos seus mecanismos principais a desregulação redox. De fato, o 

aumento observado na produção de RS e depleção de GSH, podem ter contribuído para 

aumentar a fragilidade da membrana eritrocitária via modificação oxidativa de proteínas de 

membrana e oxidação de ácidos graxos insaturados. Particularmente em eritrócitos, o aumento 
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da liberação de ferro devido à hemólise causada pela exposição ao SZ1 pode ter agravado ainda 

mais esse fenômeno via reação de Fenton. 

Os resultados dos protocolos baseados em citometria de fluxo apontaram para uma 

notável morte apoptótica principalmente nas células expostas ao SZ1, seguido do SZ2, em 

PBMCs e eritrócitos. Estes últimos, mesmo desprovidos de núcleos e mitocôndrias, também 

podem sofrer morte celular programada (eriptose) (BISSINGER et al., 2016; FÖLLER et al., 

2008; LANG; QADRI, 2012; LANG et al., 2004; PRETORIUS; DU PLOOY; BESTER, 2016). 

A morte celular por apoptose, também observada em PBMCs estimuladas com PHA e tratadas 

com AZT e SZ3, pode envolver desequilíbrio redox e desregulação do ciclo celular. Do ponto 

de vista farmacológico, vários estudos demonstraram que o efeito antitumoral do AZT em 

diversas linhagens celulares de câncer humano (HepG2, NIH 3T3 e HeLa) ocorre, pelo menos 

em parte, pelo prolongamento das fases S e G2/M do ciclo celular  (FANG; BELAND, 2009; 

FANG; MCGARRITY; BELAND, 2009; OLIVERO et al., 2005). 

 As avaliações moleculares efetuadas com PBMCs quiescentes expostas ao SZ1, 

mostram que houve uma superexpressão de genes pro-apoptóticos como BAX e BAD, seguida 

da expressão diminuída de Bcl-2. Em conjunto esses achados indicam o envolvimento da via 

apoptótica intrínseca (mitocondrial). Essas respostas celulares podem estar relacionadas com a 

ativação do NF-kB ou p53, uma vez que a expressão do RNAm desses fatores de transcrição 

também foi modulada pelo SZ1. Vale ressaltar que o p53 é responsável por suprimir a 

progressão do ciclo celular e desencadear o início da cascata apoptótica através da regulação 

transcricional de genes alvo, como os membros da família Bcl-2 (KANNAN et al., 2001; 

LANE, 1992; SCHULER et al., 2000). Por outro lado, além da ativação de diferentes padrões 

de expressão gênica envolvidos no controle das respostas imunes e inflamatórias, o NF-kB 

regula genes que protegem as células de sofrer apoptose em resposta ao dano do DNA ou 

liberação de citocinas (BARKETT; GILMORE, 1999; YAMAMOTO; GAYNOR, 2001). 

Assim, a diminuição da expressão do NF-kB causada pelo SZ1 poderia tornar as PBMCs mais 

suscetíveis à apoptose através da via de transcrição do BAX mediada por p53. Outro aspecto 

importante a ser pensado aqui, é que a inibição da ativação do NF-kB pelo SZ1 pode ter 

ocasionado uma regulação negativa na atividade da ciclina D1, que é considerada um regulador 

positivo da progressão da fase G1 para a fase S do ciclo celular, resultando em um atraso no 

ciclo (GUTTRIDGE et al., 1999; YAMAMOTO; GAYNOR, 2001). Em conformidade com 

nossos resultados, estudos relataram que a inibição do NF-kB causa apoptose em linfócitos B 

(ARSURA; WU; SONENSHEIN, 1996; WU et al., 1996) e que RS como H2O2 podem ativar a 

proteína p53 (MEYER; SCHRECK; BAEUERLE, 1993), que tem um papel importante na 
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regulação de proteínas de morte celular, bem como nos genes da família Bcl-2 (CHEN; 

PERVAIZ, 2009). Junto a isso, é plausível supor também que a diminuição da expressão da 

Bcl-2 e o aumento da expressão de genes pro-apoptóticos observado em células tratadas com o 

análogo SZ1, poderia ser modulado por citocinas, como relatado anteriormente por Nakagawa 

e Yamaguchi (2005) e Grunnet e colaboradores (2009) (GRUNNET et al., 2009; 

NAKAGAWA; YAMAGUCHI, 2005).  

Vários estudos in vivo e in vitro utilizando eritrócitos como modelo experimental têm 

demonstrado que a oxidação de enzimas sulfidrílicas como δ-ALA-D e Na+/K+-ATPase e a 

depleção de GSH, são fenômenos implicados na toxicologia de muitos organocalcogênios 

contendo porções de selênio e telúrio (BARBOSA et al., 1998; BORGES; ROCHA; 

NOGUEIRA, 2005; KADE et al., 2008; NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004; SANTOS et al., 

2009). Neste sentido, os eritrócitos foram selecionados para avaliar o efeito dos compostos que 

exibiram potencial oxidante, SZ1 e SZ2. Provavelmente, a capacidade do SZ1 em oxidar grupos 

-SH de moléculas de baixo peso molecular como a GSH deve ter modificado o equilíbrio 

antioxidante/oxidante, contribuindo para o aumento na produção de RS nas células tratadas. O 

estresse oxidativo causado pelos análogos pode ter sido amplificado pelo efeito inibitório da 

atividade da δ-ALAD, uma vez que há evidências de que a auto-oxidação do ácido δ-

aminolevulínico culmina com o acúmulo de H2O2 intracelular e disfunção mitocondrial 

(BECHARA, 1996; MONTEIRO et al., 1986; VERCESI et al., 1994). Nós hipotetizamos que 

a capacidade dos compostos análogos em comprometer a atividade da bomba Na+/K+-ATPase 

dependente de ATP poderia explicar, pelo menos em parte, a apoptose observada nessas células. 

De acordo, evidências mostram que a desregulação da estabilidade iônica causada pela inibição 

da Na+/K+-ATPase facilita o encolhimento de células apoptóticas em uma linhagem de células 

T leucêmicas humanas (NOBEL et al., 2000). 

Os resultados obtidos aqui indicam que existe uma susceptibilidade diferencial para os 

compostos entre células proliferativas e quiescentes e também entre células malignas e 

saudáveis. De fato, Souza e colaboradores (2015) mostraram que todos os derivados do AZT 

testados aqui apresentaram efeito antitumoral contra células de carcinoma de bexiga humano 

(5637) após 24, 48 e 72 h de exposição em concentrações mais altas (50µM) desses agentes, e 

neste estudo não foi verificado sinais de apoptose em PBMCs quiescentes e em eritrócitos 

normais tratados com AZT e SZ3. Por outro lado, tanto o AZT como os seus análogos causaram 

apoptose precoce em PBMCs estimuladas com PHA, efeitos mais moderados comparado aos 

resultados encontrados por Souza e colaboradores em células tumorais. Os mecanismos da 

citotoxicidade causados por estes compostos demonstraram ser compartilhados nas duas 
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linhagens celulares, através da ativação da via apoptótica intrínseca, pelo aumento da expressão 

de BAX e Caspases-3 e 9. Em relação à falta de alterações nas células tratadas com AZT, alguns 

autores apoiam a ideia de que são necessárias várias semanas de tratamento com concentrações 

baixas e moderadas de AZT para atingir efeitos biológicos e toxicológicos em linhagens 

celulares saudáveis de humanos e animais. 

Visto que o AZT e o análogo SZ3 causaram apoptose e alteração do ciclo celular em 

PBMCs estimuladas e esses efeitos não foram observados em células quiescentes, nós 

enfatizamos 2 aspectos que podem estar relacionados com estes resultados: (1) as células 

estimuladas possuem maior retenção de timidina que as células quiescentes e isso contribuiria 

para a sua maior sensibilidade aos compostos (GAO et al., 1993; HUMER et al., 2008; 

MELANA; HOLLAND; POGO, 1998); (2) a maior taxa de fosforilação nas células em 

proliferação aumenta a incorporação de AZT trifosfatado no DNA, evento que pode levar a 

danos ao DNA, aumentando a citotoxicidade gerada pelo AZT e análogos (ENOMOTO et al., 

2011; FANG; MCGARRITY; BELAND, 2009; GAO et al., 1993; TANG et al., 2017). De 

acordo, a literatura tem indicado que o AZT pode interferir nas fases S e G2/M do ciclo celular 

em linhagens celulares de câncer humano (HepG2, NIH 3T3 e HeLa) (FANG; BELAND, 2009; 

FANG; MCGARRITY; BELAND, 2009; OLIVERO et al., 2005). 

Esses efeitos toxicológicos distintos entre os derivados do AZT podem ser explicados 

pelas discretas diferenças em suas estruturas moleculares. Mesmo que o objetivo deste estudo 

tenha sido desenvolver novas variações de estrutura da molécula de AZT que pudessem 

fornecer atividades biológicas novas ou adicionais/sinérgicas ou mesmo atenuar a toxicidade 

do AZT, estamos conscientes de que alguns efeitos toxicológicos indesejáveis para a célula 

poderiam, possivelmente, aparecer. Já é sabido que a introdução de um anel adicional ligado a 

nucleosídeos de pirimidinas tende a exercer uma influência profunda na conferência de novas 

atividades biológicas nessas moléculas (ALY et al., 2012; MOHAMED et al., 2015) A 

substituição adicional do grupo funcional hidrofílico OH da molécula do AZT por grupos 

selenoaril lipofílicos originou compostos com características mais lipofílicas. Devido a isso, é 

provável que essas modificações no nucleósido proporcionem um aumento na penetração 

celular e conseqüentemente, uma concentração crescente do composto dentro da célula. Nesse 

sentido, dados da literatura tem mostrado também que compostos que possuem o átomo de 

cloro na molécula se tornam mais lipofílicos e na maioria das vezes, apresentam melhores 

resultados em estudos de atividade antitumoral. Particularmente para a doença do HIV, uma 

vantagem de um regime com fármacos lipofílicos, como os inibidores da protease do HIV, é a 

capacidade de atravessar as membranas celulares, como a barreira hematoencefálica, para 
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fornecer uma maior concentração do fármaco ativo para o SNC, que é um órgão ativamente 

infectado pelo HIV, mesmo nos estágios iniciais da infecção, através de mecanismos 

independentes do receptor CD4. Apesar do AZT, assim como outros nucleosídeos da timidina, 

representarem uma terapia eficaz na supressão dos níveis periféricos de HIV, a baixa 

lipofilicidade dessas moléculas limita a permeabilidade no SNC e, portanto, não atinge efeitos 

terapêuticos satisfatórios para suprimir a replicação do HIV no local (Ahmed et al, 1991). Neste 

contexto, as abordagens baseadas na melhora do perfil lipofílico das moléculas de nucleosídeos 

que exibam atividade antirretroviral podem, sozinhas ou sinergicamente, ter um melhor efeito 

contra o HIV no SNC e, conseqüentemente, atenuar os deficits cognitivos, comportamentais e 

neurológicos associados ao HIV-1. Infelizmente, as tentativas de aumentar a potência biológica 

desses agentes podem ter sido acompanhadas pelo aumento da toxicidade celular, como 

observado aqui com os análogos SZ1 e SZ2. 

Outro aspecto estrutural a ser apontado é a incorporação de ligantes de selênio em suas 

moléculas. Este elemento está presente em selenoproteínas e selenoenzimas, que limitam 

diretamente os níveis de ROS (STEINBRENNER; SIES, 2009) e, dessa forma, poderiam 

fornecer proteção antioxidante contra o estresse oxidativo e respostas inflamatórias induzidos 

pelo HIV, além de suprimir a replicação viral. É bem sabido que, entre muitos nutrientes, os 

níveis de selênio podem diminuir nas pessoas que vivem com o HIV (HURWITZ et al., 2007; 

LOOK et al., 1997). Evidências cumulativas sugerem que a suplementação de selênio está 

fortemente associada a benefícios significativos para a saúde em pacientes HIV positivos, 

incluindo cargas virais estabilizadas, melhora moderada da contagem de células T CD4 e 

diminuição da progressão da doença (BAUM et al., 2013; HURWITZ et al., 2007; VILLAMOR 

et al., 2008). Além disso, Hori et al (1997), revelaram que a suplementação de selênio inibe a 

replicação do HIV induzida por TNFα, mediada por selenoproteínas tais como TrxR-1 e 

glutationa peroxidase que regula negativamente a transcrição do HIV dependente da proteína 

Tat e, assim, inibe a replicação do vírus (HORI et al., 1997). Uma vez que o análogo SZ3 não 

foi citotóxico para as células imunes, qualquer efeito eventual na supressão da replicação viral 

em novas investigações provavelmente será o resultado de uma atividade antiviral direta em 

vez de um efeito citotóxico em alvos de células virais. 

Além dos achados voltados para mecanismos de ação, o delineamento da nossa pesquisa 

usando células sanguíneas para a triagem de compostos para fins terapêuticos se mostrou eficaz 

em predizer a toxicidade sistêmica, uma vez que o perfil toxicológico dos compostos nas células 

foi similar ao observado in vivo com camundongos. Baseado em ambos modelos experimentais, 
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o análogo SZ3 surge como uma droga promissora para ser testada em comparação ao AZT em 

outros modelos experimentais.  

 

 

 

7 CONCLUSÕES 

 

1. Os análogos SZ1 e SZ2 foram tóxicos tanto para eritrócitos como para PBMCs 

quiescentes e estimuladas por causarem perda da viabilidade, desequilíbrio redox, apoptose, 

modificações no ciclo celular e alterações na homeostase imune; 

 

2. O Análogo SZ3 e o AZT exibiram um perfil de efeitos semelhantes em eritrócitos e 

em PBMCs quiescentes, sem alterar significativamente os parâmetros avaliados; 

 

3. As PBMCs estimuladas foram mais sensíveis aos efeitos tóxicos dos análogos SZ1 e 

SZ2, como também sensíveis aos efeitos do AZT e SZ3; 

 

4. O tratamento agudo com AZT e os análogos SZ1 e SZ2, mas não com o análogo SZ3, 

exibiu toxicidade in vivo, uma vez que os animais tratados mostraram sinais clínicos de 

toxicidade como alterações comportamentais e perda de peso dos órgãos fígado, rins e baço. 

 

5. O conjunto de resultados mostram que o SZ3 apresentou nos modelos testados uma 

segurança equiparável ao AZT. 
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8 PERSPECTIVAS 

 

Considerando que a estratégia de incorporar selênio na estrutura dos análogos os 

diferencia do AZT pelo possível caráter antioxidante, que poderia oferecer proteção contra os 

danos oxidativos causados por doenças crônicas comumente tratadas com o AZT e também por 

possibilitar a restauração/aumento dos níveis de selênio, fator que tem se mostrado eficiente 

como terapia adjuvante em pacientes acometidos por câncer ou infecções virais que comumente 

possuem deficiência deste elemento, nós pretendemos em estudos futuros: 

1. Investigar o efeito biológico do análogo SZ3, que se mostrou não tóxico para células 

imunes normais e camundongos, em modelos crônicos de infecção viral e câncer tanto in situ 

como in vivo; 

2. Confirmar sua segurança in vivo em outros estudos complementares de exposição 

crônica usando roedores; 

3. Sintetizar e testar novos análogos do AZT contendo selênio a fim de aumentar o leque 

de opções de compostos que possam ser usados para fins terapêuticos como o AZT.  
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