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RESUMO

AVALIACAO DOS EFEITOSDE CALCOGE’NONUCLEOSI’DEOS DERIVADOS DA
ZIDOVUDINA USANDO CELULAS SANGUINEAS COMO ALVO TOXICOLOGICO

AUTOR: Assis Ecker
ORIENTADORA: Nilda Vargas Barbosa

A zidovudina (AZT), um analogo do nucleosideo timidina, é amplamente usado nos
esquemas antirretrovirais e mais recentemente foi indicado, em associacdo com outros
quimioterapicos, para o tratamento de alguns tipos de cancer. Pacientes em terapia com AZT
vivenciam diversos efeitos colaterais ao longo do tratamento, a destacar as anormalidades
hematopoiéticas. Em decorréncia disso, a sintese de novas moléculas modificadas a partir da
estrutura do AZT que exibam eficacia terapéutica e baixa toxicidade tem atraido o interesse da
comunidade cientifica nos ultimos anos. Com tais perspectivas, neste trabalho realizamos uma
triagem para avaliar e comparar a toxicidade de trés novos compostos derivados da molécula
do AZT contendo porgdes de selénio, os calcogenonucleosideos 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 eritrécitos isolados de sangue
humano. As PBMCs foram expostas aos andlogos e ao AZT nas concentracGes de 10 a 200uM
por 24 e 72h. Para eritrocitos e membranas isoladas (Ghosts), a exposicdo foi de 3 e 12h em
concentragdes que variaram de 10 a 500puM. Parametros inflamatorios, de viabilidade celular,
morte celular e estresse oxidativo foram avaliados ap6s os respectivos tratamentos. A fim de
analisar a toxicidade dos compostos in vivo, camundongos adultos receberam uma Unica dose
dos analogos e do AZT (100umol/kg, s.c.) e 72h ap6s a administracdo, biomarcadores
hepaticos/renais foram analisados. A exposi¢do ao SZ1 causou perda de viabilidade, aumento
da producdo de espécies reativas, atraso no ciclo celular, apoptose e aumento na expressao e
producdo de citocinas pré-inflamatérias em PBMCs quiescentes. A maioria desses efeitos
também foi observado nas células expostas ao SZ2. O AZT e 0 SZ3 nédo causaram toxicidade
significativa em PBMCs quiescentes. Achados similares foram encontrados em PBMCs
estimuladas com fitohemaglutinina. Em eritrécitos, o SZ1 induziu hemolise e aumentou a
fragilidade da membrana. A geracdo de espécies reativas e a peroxidacao lipidica em ghosts
também foram significativamente aumentadas nas células ap6s exposi¢do as concentracdes
mais altas de SZ1. A atividade das enzimas 3-ALA-D e Na'/ K"-ATPase foi inibida pelo SZ1
e SZ2. Além disso, ambos os derivados causaram eriptose, morte celular caracterizada pela
translocacdo de fosfatidilserina para a superficie da membrana. O AZT e 0 SZ3 também néo
induziram efeitos toxicos significativos em eritrécitos. In vivo, a exposicdo ao AZT e anadlogos
ndo alterou o peso corporal dos animais e marcadores bioquimicos séricos de funcdo renal e
hepética. No entanto, o peso relativo do figado, rins e baco foi alterado nos animais tratados
com AZT, SZ1 e SZ2. Os resultados obtidos nesta pesquisa mostram que os derivados SZ1 e
SZ2, contendo porcdes de clorofenilseleno e fenilseleno, respectivamente, foram toxicos para
PBMCs em diferentes fases de divisdo, assim como para eritrécitos, provocando respostas
celulares associadas com desbalango redox, apoptose e inflamac&o. Por outro lado, o anlogo
SZ3 exibiu um perfil de efeitos similar ao AZT, emergindo assim como um promissor candidato
para a ser testado em pesquisas com infeccGes virais e/ou cancer, onde 0 AZT é considerado o
terapéutico modelo.

Palavras-Chaves: Nucleosideos; Zidovudina; calcogenonucleosideos; selénio; células
mononucleares; eritrcitos.



ABSTRACT

EVALUATION OF THE EFFECTS OF ZIDOVUDINE DERIVATIVES
CALCOGENONUCLEOSIDES USING BLOOD CELLS ASTOXICOLOGICAL
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 200uM for 24 and 72h. For
erythrocytes and isolated membranes (Ghosts), the exposure occurred for 3 and 12h at
concentrations ranging from 10 to 500uM. 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
(100umol/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 8-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.
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APRESENTACAO

Esta tese esta dividida em alguns itens. No item INTRODUCAO é apresentado um
referencial tedrico sucinto sobre os principais temas abordados no trabalho. No item REVISAO
BIBLIOGRAFICA ¢ apresentada uma revisdo da literatura sobre os temas abordados e
relacionados a tese. Apds, sdo apresentados uma JUSTIFICATIVA para a realizacdo desta
pesquisa bem como os OBJETIVOS, tanto gerais quanto especificos da mesma.

A metodologia utilizada e os resultados obtidos estdo expostos na forma de um artigo
cientifico e um manuscrito, os quais se encontram no item ARTIGOS CIENTIFICOS. Tanto o
artigo quanto o manuscrito estdo subdivididos nas se¢Bes Introducdo, Materiais e Métodos,
Resultados, Discussdo e Referéncias Bibliograficas.

Os itens DISCUSSAO e CONCLUSOES, que compdem a parte final da tese,
apresentam interpretaces e comentarios gerais sobre o artigo e 0 manuscrito contidos neste
trabalho. As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS se referem somente as citagdes que
aparecem nos itens INTRODUCAO, REVISAO BIBLIOGRAFICA, DISCUSSAO e
CONCLUSOES. As demais referéncias bibliograficas estdo presentes tanto no artigo quanto no

manuscrito.
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1 INTRODUCAO

Uma grande variedade de farmacos baseados em nucleosideos tém sido clinicamente
usados contra infeccdes virais e diversos tipos de cancer (BONATE et al., 2006; GORE;
JONES; KIRKPATRICK, 2006; ISSA; KANTARJIAN, 2005). Alguns destes nucleosideos sdo
mandatorios no tratamento moderno contra a infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV). O 3'-Azido-3'-deoxitimidina ou zidovudina (AZT), um nucleosideo analogo
sintético do desoxinucleosideo timidina, foi o primeiro fadrmaco aprovado pelo FDA
(Food and Drug Administration) para o tratamento do HIV e recentemente foi
autorizado pelo ministério da saude para o tratamento de linfoma de células T associado
ao HTLV-1 no Brasil (D’ANDREA; BRISDELLI; BOZZI, 2008; DATTA et al., 20006);
CONITEC/2015-Ministério da Saude). No entanto, cepas de HIV acabam frequentemente
adquirindo mutacdo com o uso constante do AZT, sendo necessaria a troca do medicamento
por outro antirretroviral (REN et al., 1998). Propriedades farmacocinéticas sub-6timas e sua
toxicidade também acabam limitando o uso clinico do AZT (ALVAREZ LOSADA; CANTO-
NOGUES; MUNOZ-FERNANDEZ, 2002). Dentre os efeitos toxicos, supressdo da medula
Ossea, desordens mitocondriais, miopatia, acidose latica e anormalidades hepaticas sdo bem
frequentes em pacientes que usam AZT (RICHMAN et al., 1987; STAGG et al., 1992).

Devido a isso, moléculas analogas a nucleosideos vém sendo sintetizadas e investigadas
guanto a eficacia terapéutica contra infeccdes virais e cancer. Ha resultados animadores na
literatura mostrando a eficacia e seguranca de muitos andlogos em testes in vitro
(KUKHANOVA et al., 2008; SOLYEV etal., 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 federacdo Russa em 1999 como um farmaco utilizado na prevencao e tratamento
da infeccdo pelo HIV, e os andlogos de nucleosideos: decitabina (GORE; JONES;
KIRKPATRICK, 2006), clofarabine (BONATE et al.,, 2006) e b5-azacitidina (ISSA;
KANTARJIAN, 2005), aprovados para o tratamento de sindromes leucémicas e
mielodisplasicas (Figura 1). Em particular, inimeros pro-farmacos derivados a partir do AZT
também tém sido testados quanto a atividade contra cepas de HIV-1 e HIV-2 e potencial
antitumoral em células cancerosas in vitro, muitos deles mostrando potencial farmacoldgico
superior ao AZT. A tentativa é descobrir novas moléculas com eficacia terapéutica superior ao

AZT, farmacocinética favoravel e toxicidade menor comparada aos medicamentos utilizados
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no tratamento moderno do HIV e cancer. Embora muitos destes analogos apresentem atividade
antirretroviral e antitumoral maior que o0 AZT em varios estudos, o perfil toxicolégico dos

compostos é pouco documentado na literatura.
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Figura 1: Derivados de nucleosideos utilizados na clinica: Decitabina, Clofarabina e
5’azacitidina s80 utilizados no tratamento de sindromes leucémicas e mielodisplésicas. A
fosfazida, derivada do AZT, foi licenciada pela Federacdo Russa e € utilizada para a infeccdo
por HIV.

Recentemente Souza et al. (2015) e Mariano et al. (2016) avaliaram a citotoxicidade de
uma nova classe de moléculas com porc6es de organocalcogénios contendo selénio, telurio e
enxofre, ligadas na posi¢do 5’ do anel de ribose do nucleosideo zidovudina. Os compostos
exibiram efeitos que os os tornam atrativos para estudos em modelos de doengas humanas,
dentre eles: 1) atividade antitumoral in vitro em células de carcinoma de bexiga humana (5637);
2) consideravel atividade tiol peroxidase-like e antiperoxidacéo lipidica in vitro; 3) maior
lipofilicidade devido a substituicdo do grupo hidroxila (OH) do anel da zidovudina e
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consequentemente maior facilidade para atravessar as membranas celulares, bem como a
barreira hematoencefalica do SNC, sitio alvo de muitos virus. Além disso, compostos com
selénio na molécula sdo promissores também do ponto de vista de que a deficiéncia deste
micronutriente € uma caracteristica muito comum em pacientes com diferentes patologias,
incluindo aqueles infectados pelo HIV e isso tem sido associado com uma maior progresséo da
doenca e alta taxa de mortalidade (DWORKIN, 1994; KUPKA et al., 2004; SANMARTIN et
al., 2011). Niveis baixos de selénio plasmatico foram detectados em pacientes infectados no
estagio inicial da doenca, o que indica que a deplecdo de selénio ja € um efeito precoce na
infeccdo por HIV (MANTERO-ATIENZA et al.,, 1991). Particularmente no controle da
infeccdo por HIV, tem-se sugerido que o selénio tem um papel importante na inibigdo da
transcriptase reversa do HIV, diminuindo a replicacdo viral (BALANSKY; ARGIROVA,
1981). Tem sido demonstrado também que o selénio em quantidades supranutricionais pode
atuar como agente antiproliferativo, reduzindo a taxa de divisao celular em células cancerosas
(DUNTAS, 2006; EL-BAYOUMY, 2001; SALONEN et al., 1984).

Células sanguineas sdao amplamente utilizadas como sistema complementar para
predizer a toxicidade de diversos compostos e também na investigacdo de mecanismos
toxicologicos e/ou farmacolédgicos. Aproximadamente 80% dos genes expressos em muitos
tecidos, como cérebro, figado, pulmdo ou estdbmago também sdo expressos nas células do
sangue, aspecto que faz deste um sistema eficaz para tracar o perfil toxicolégico de novas
drogas in vitro antes do uso in vivo (LIEW et al., 2006; POURAHMAD; SALIMI, 2015;
FARAG; ALAGAWANY, 2018). A ampla variedade de fung¢bes que em conjunto 0S
componentes sanguineos executam também permite prever os efeitos de uma determinada
droga em patologias e/ou vias de sinalizacdo especificas. Por exemplo, leucécitos sdo células
criticas no controle imunoldgico e portanto indicadores especificos de alteracdes em vias
associadas a tal processo. Eritrocitos, devido a diferenciada constituicao celular, sdo 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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O termo nucleosideo foi introduzido por Levene e Jacobs em 1909 e esta originalmente

associado com acidos nucleicos, por causa da hidrolise da qual eles foram isolados pela primeira

vez (LODISH, 2000). Os nucleosideos naturais sdo constituidos pela associacdo de bases

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

(B-D-ribofuranose ou B-D-deoxiribofuranose) através da ligagdo B-N1 glicosidica, sem a

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

os fluidos extracelulares em organismos contém pequenas concentragdes de nucleosideos. No

interior da célula, estes podem ser fosforilados por quinases especificas no alcool primério do

acucar (-CH2-OH), formando nucleotideos. Dessa forma, os nucleotideos se diferenciam dos

nucleosideos por possuirem um, dois ou trés grupos fosfato esterificados na hidroxila 5'
(LODISH, 2000).
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Figura 2: Estrutura geral dos nucleosideos. Nucleosideos sdo moléculas formadas pela

ligagéo 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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Nucleotideos e nucleosideos naturais desempenham papel central em muitos processos
biossintéticos e regulatorios. Sdo importantes moléculas que atuam como unidades estruturais
de acidos nucleicos, importantes nos processos de conservacao, replicacdo e transcricdo da
informacao genética (BLACKBURN, 2006). A transferéncia da informacéo na célula (baseada
na complementariedade guanina-citosina e adenina-timina ou uracila) é efetuada devido aos
acidos ribonucleicos. O DNA no nucleo € transcrito em RNA mensageiro (RNAm), que é
transportado ao citoplasma onde é traduzido em proteinas pelos ribossomos. Esse processo
envolve transferéncia de RNA transportadores (RNAt) que atuam como moléculas adaptadoras
no processo de sintese de proteinas, uma vez que elas definem a posicdo dos aminoacidos de
acordo com a sequéncia de bases do RNAm. (BLOOMFIELD; CROTHERS; TINOCO, 2000).

2.2 Analogos de nucleosideos

Um dos avangos mais notorios na medicina recentemente tem sido a descoberta de
analogos de nucleosideos usados no tratamento de diversas doencas. O entendimento
cumulativo dos eventos de replicacdo viral e celular tem possibilitado identificar compostos
que possam interferir seletivamente com as funcbes de virus e células malignas. Dentre estes
compostos, 0s analogos de nucleosideos recebem enorme destaque (SQUIRES, 2001).

As duas rotas principais de administracdo dos diferentes analogos de nucleosideos
usados como farmacos sdo por infusdo intravenosa e oral (SHELTON et al., 2016). Durante o
transporte destas moléculas através das membranas celulares, as difusdes facilitadas sdo as mais
utilizadas. A difusdo passiva é limitada apenas para analogos de nucleosideos parentais. Alguns
pré-farmacos analogos de nucleosideos no entanto, podem entrar na célula independente de
transportadores (ZHANG et al., 2007).

Apos o transporte através da membrana plasmatica, os analogos de nucleosideos sofrem
uma fosforilagdo inicial ou no caso de bases analogas, sofrem ribosilacdo seguida de
fosforilagdo, a fim de gerar formas de nucleosideos-5'-monofosfatos, que € muitas vezes o passo
limitante dentro da célula no processo para gerar metabolitos ativos (trifosfatados) (Figura 3)
(DAMARAJU et al., 2003; SMAL et al., 2006). A célula usa principalmente quatro quinases
para fosforilagdo do nucleosideo-5'-monofosfato: 2'-desoxicitidina quinase, timidina quinase 1,
timidina quinase 2, e desoxiguanosina quinase (AGOSTONI et al., 2013; VARGA; LIONNE;
ROY, 2016). A fosforilacdo inicial é freqlientemente realizada pela 2'-desoxicitidina quinase.

As células cancerosas geralmente expressam 2'-desoxicitidina quinase a um nivel de proteina
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de 3 a5 vezes maior do que as células normais, proporcionando assim certo grau de seletividade
a estas moléculas (MATSUDA,; SASAKI, 2004).
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Figura 3: Mecanismos de transporte e ativacéo intracelular de analogos de nucleosideos.
Os analogos de nucleosideos podem entrar na célula por transporte ativo ou passivo. As formas
trifosfatadas podem servir como substrato para a sintese de DNA e RNA. As formas mono, di
e trifosfatadas podem inibir enzimas envolvidas no crescimento celular, como ribonucleotideo
redutase (RNR), purina nucleosideo fosforilase (PNP), timidilado sintase (TS) ou adenosina
desaminase (ADA), representando assim, um modo de acgdo secundario contra cancer e
infeccdes virais (SHELTON et al., 2016).

Os analogos de nucleosideos-5'-trifosfatos sdo substratos para polimerases do DNA e
podem ser incorporados no mesmo durante a replicacdo ou durante o sistema de reparo de DNA
(excisdo) (VAN ROMPAY; JOHANSSON; KARLSSON, 2000). Esses eventos ativam varios

sensores de danos ao DNA que estimulam o reparo do DNA, impedem a progressao celular e
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muitas vezes levam a apoptose (EWALD; SAMPATH; PLUNKETT, 2008). Uma vez que a
maioria das células de cancer replicam seu genoma com mais frequéncia do que a maioria das
células adultas normais, que sdo quiescentes e ndo sintetizam ativamente seu DNA, esse
fendmeno permite um certo grau de seletividade de células cancerigenas a incorporacéo dos
analogos de nucleosideos (VARGA,; LIONNE; ROY, 2016). Além disso, certos analogos de
nucleosideos-5'-trifosfatos podem ser incorporados no RNA, levando ao término da transcricéo,
e instabilidade do RNA mensageiro (RNAmM) e RNA ribossémico (RNAr) (EWALD;
SAMPATH; PLUNKETT, 2008; MATSUDA,; SASAKI, 2004).

Anélogos de nucleosideos e nucleotideos (mono-, di- ou trifosfatos) também podem
inibir as principais enzimas celulares, proporcionando um modo de agdo secundario que inibe
o crescimento celular. Tais enzimas incluem ribonucleotideo redutase, que remove o grupo 2'-
OH do aclcar da ribose para gerar 2'-desoxirribonucleosideo difosfato, purina nucleosideo
fosforilase, que esta envolvida no metabolismo de purinas, catalizando a fosforélise reversivel
de nucleosideos de purina, e timidilato sintase que catalisa a conversdo da deoxiuridina
monofosfato (dUMP) a timidina monofosfato (dTMP) (MILES et al., 1998; PEREZ et al.,
2010). Estes inibidores promovem um desbalanco dos niveis de nucleotideos necessarios para
a biossintese do DNA e divisdo celular. A sensibilidade da timidilato sintase aos inibidores por
exemplo, é parte fundamental para o sucesso do tratamento de cancer coloretal, pancreatico,
gastrico e de mama (PETERS et al., 2002). Alguns analogos de nucleosideos mais recentes,
entretanto, exercem seu efeito anticancerigeno como antagonistas dos receptores de adenosina,
ou por inibicdo de enzimas celulares que nao estdo envolvidas na sintese de acidos nucleicos
(SHELTON et al., 2016). Essas enzimas celulares incluem a enzima ativadora de NEDDS8
(NAE), que participa da degradagdo do sistema ubiquitina-proteossoma, que por sua vez
controla a degradacédo de proteinas envolvidas em vias metabdlicas importantes como o ciclo
celular e por isso tem um papel importante nos processos celulares associados com crescimento
e divisdo de células cancerigenas; e a histona metiltransferase DOT1L (Disruptor of telomeric
silencing 1-like), que esta envolvida na ativagdo ou repressdo da transcri¢do génica através da
metilacdo das histonas do DNA e consequente modificagdo da cromatina (SHELTON et al.,
2016; SOUCY et al.,, 2009). Desse modo, a inibicdo dessa enzima pelos analogos de
nucleosideos pode levar a alteragdes na progressao do ciclo celular, na reprogramacao somatica
e no reparo do dano do DNA em células tumorais (SHELTON et al., 2016; SOUCY et al.,
2009).
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2.3 Anélogos de nucleosideos no tratamento do cancer

O cancer ¢ a segunda principal causa de morbidade e mortalidade em todo o0 mundo e
foi responsavel por 8,8 milhdes de mortes em 2015 (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018).
Globalmente, quase 1 em cada 6 mortes € causada por algum tipo de cancer e aproximadamente
70% das mortes ocorrem em paises de baixa e média renda (SIEGEL; MILLER; JEMAL,
2018). Previsdes estimam que 0 nimero de novos casos aumente cerca de 70% nas proximas 2
décadas. O uso do tabaco € o fator de risco mais importante para o aparecimento do cancer e é
responsavel por aproximadamente 22% das mortes por cancer; as infeccdes causadoras de
cancer, como a hepatite e o virus do papiloma humano (HPV), sdo responsaveis por até 25%
dos casos de cancer em paises de baixa e média renda (TORRE et al., 2016). Em 2017, menos
de 30% dos paises mais pobres tinham um sistema de tratamento e diagnostico acessivel. A
situacdo para os servicos de patologia é ainda mais complicado, pois apenas 35% dos paises
pobres ofereciam o servigo no setor publico, comparado a 95% dos paises ricos (WHO, 2018).
No mundo, a Asia lidera em nimero de mortes, com 4,3 milhdes em 2015; na Europa, o total
foi de 413 mil, contra 530 mil na Africa (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018). O custo da doenca
tem sido cada vez maior e j& soma US$ 1,1 trilhdo em produtividade perdida e custos com
seguros de salde (TORRE et al., 2016).

O numero de mortes no Brasil por conta de cancer 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 cancer por ano em 2018 e 2019. O cancer de pele ndo
melanoma é o mais frequente no pais, e a segunda posicao é ocupada pelo cancer de prdstata,
para homens, e de mama, para mulheres (ROCHA et al., 2017). A estimativa € de que o pais
sofra um prejuizo de US$ 4,6 bilhdes anuais, o equivalente a R$ 15 bilhdes e a 0,21% de toda
a riqueza gerada (BARBOSA et al., 2015).

Atualmente, o tratamento padrdo para o cancer pode incluir diversos procedimentos
dependendo do tipo e do estagio do tumor a ser tratado, como cirurgia, radiacéo, quimioterapia,
terapia hormonal, imunoterapia, e outras terapias especificas (BAUDINO, 2015). As vezes, a
cirurgia e a radiacdo aparecem como opcOes de segunda escolha, sendo a intervencdo
qguimioterapica usada como tratamento primario para reduzir a carga tumoral. Os
quimioterapicos sdo divididos em varias classes principais de farmacos: agentes alquilantes,
antimetabolitos, antibidticos antitumorais, inibidores da topoisomerase, inibidores mitéticos, e
corticosteroides (BAUDINO, 2015; DAMARAJU et al, 2003; TORGOVNICK;
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SCHUMACHER, 2015). Recentemente, anticorpos contra a proteina de morte celular
programada (PD-1) e seus ligantes (PD-L1 e PD-L2), atuantes na regulacdo negativa das
respostas do sistema imunoldgico, mostraram ser alternativas efetivas no tratamento de alguns
tipos de cancer por estimular o sistema imune a combater as células tumorais (MCDERMOTT;
ATKINS, 2013). A melhor compreenséo das vias de sinalizag&o envolvidas em diversos tipos
de cancer vem permitindo a descoberta de novos alvos terapéuticos, como fatores de
crescimento, moléculas de sinalizacdo, proteinas reguladoras do ciclo celular, moduladores de
apoptose e moléculas que regulam a angiogénese (SHRUTHI; VINODHKUMAR,;
SELVAMANI, 2016; VARINSKA et al., 2017).

Anélogos de nucleosideos e nucleotideos com acdo quimioterapica sdo considerados
antimetabolitos e tem sido uma opcédo de primeira escolha na quimioterapia anticancerigena e
antiviral por décadas (GALMARINI; JORDHEIM; DUMONTET, 2014). Em parte, 0 sucesso
desta classe de medicamentos pode ser explicado pela abundéncia e a distribuicao das proteinas
transportadoras de nucleosideos nos tecidos que contribuem para sua sensibilidade e
especificidade celulares. Até o momento, ha 15 analogos de nucleosideos aprovados pela Food
and Drug Administration dos Estados Unidos (US FDA) e utilizados para tratar varios tipos de
cancer, e eles representam uma grande porcentagem do arsenal de quimioterapicos disponiveis
no mercado, sendo que mais de 20% dos pacientes em quimioterapia anticancerigena sdo
tratados com um ou mais desses andlogos (Tabela 1) (SHELTON et al., 2016). A eficécia dos
analogos de nucleosideos como agentes quimioterapicos foi estabelecida em 1960, apos a
aprovacdo do antimetabdlito 5-fluorouracil (5-FU) e das tiopurinas (LEE; PARKER; XU,
2013a). Posteriormente, nucleosideos que sofreram modificacdes na porcdo carboidrato
ganharam atencéo para o desenvolvimento de analogos de &cidos nucléicos. A maioria dos
esforcos foram direcionados para os constituintes localizados sobre o carbono 2” da porc¢édo
carboidrato dos nucleosideos (PETTER JORDHEIM et al., 2013). A descoberta de que
analogos nucleosideos da pirimidina eram eficazes no tratamento da leucemia mieldide aguda
influenciou a investigacao de analogos que poderiam ter um espectro mais amplo de atividade
(LEE; PARKER; XU, 2013Db). Isso foi alcangado com o desenvolvimento da gemcitabina, outro
analogo da desoxicitidina que € eficaz contra uma variedade de tumores. Logo apdés, analogos
do nucleosideo purina (pentostatina, fludarabina e cladribina) ganharam destaque por sua acao
em células B malignas (PETTER JORDHEIM et al., 2013).

Os mais recentes analogos liberados pelo FDA foram: a decitabina (5-aza-2'-
deoxicitidina), um analogo da citidina utilizado para o tratamento das sindromes
mielodisplasicas e da leucemia mieldide aguda (GORE; JONES; KIRKPATRICK, 2006); o



24

antimetabolito clofarabine utilizado para o tratamento da leucemia linfoblastica aguda em

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

outro analogo da citidina também utilizado para o tratamento das sindromes leucémicas e
mielodisplasicas (ISSA; KANTARJIAN, 2005) (Tabela 1).

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

estudos clinicos (SHELTON et al., 2016)
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CA: Cancer; LLA: Leucemia Linfoide Aguda; LLC: Leucemia Linféide Cronica; LMA:

Leucemia Miel6ide Aguda.

2.4 Anélogos de nucleosideos e infeccdes virais

Assim como o cancer, as doencas infecciosas tém um papel muito significativo entre as

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

patogénicos virais esta caindo lentamente. Em 1990, cerca de 16 milhGes de pessoas morreram

em funcdo de infecgcbes (WHO, 2017). Em 2010, o nimero de mortes caiu para apenas 15

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

2017). A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) prevé 13 milhdes de mortes atribuidas a essas

causas em 2050.

Dentre as infeccOes virais, 0 HIV merece destaque pelo impacto que tem gerado na saude

publica desde o inicio da epidemia. Aproximadamente 36,7 milhdes de pessoas em todo o

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

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

partir de julho de 2017, 20,9 milhdes de pessoas vivendo com HIV tiveram acesso a terapia



28

anti-retroviral (ART) (WHO, 2017). Desde o inicio da epidemia, até 35,0 milhGes de pessoas
morreram pela infeccdo (MAHY et al., 2017). O Brasil obteve avangos no diagndstico,
tratamento e controle do virus nos ultimos quatro anos. Dados do ministério da Saide mostram
que até 2016, o pais tinha 84% das pessoas diganosticadas com o virus em tratamento. A
prevaléncia 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 farmacos, é bastante notavel que os
analogos de nucleosideos ainda se destacam no tratamento moderno de muitas infecgdes virais.
Atualmente, existem cerca de 25 medicamentos desta classe (andlogos de nucleosideos e
nucleotideos) aprovados pelos 6rgaos competentes para o tratamento de infecgdes virais como
HIV, hepatites, herpes, citomegalovirus e influenza. No tratamento do HIV, por exemplo, eles
aparecem como medicamentos de primeira escolha nos esquemas que compreendem 3 ou mais
farmacos (LAPPONI et al., 2016).

Estruturalmente, estas moléculas podem diferir consideravelmente quando comparadas
aos analogos com acdo antitumoral. No entanto, uma importante diferenca entre os analogos de
nucleosideos/nucleotideos com acdo antitumoral dos analogos com acdo antiviral sao que estes
ultimos apresentam baixa atividade em enzimas de mamiferos, o que resulta em uma melhor
tolerancia para os pacientes (PETTER JORDHEIM et al., 2013).

De maneira geral, em células infectadas por DNA viral, os analogos de nucleosideos
com acdo antiviral atuam inibindo enzimas intracelulares, como polimerases virais ou humanas,
ribonucleotideo redutase, ou sdo incorporados no DNA e RNA sintetizados (PETTER
JORDHEIM et al., 2013; SOFIA, 2013). Novas moléculas anédlogas a nucleosideos com novos
mecanismos de agdo antiviral vem sendo sintetizadas a fim de se conseguir um tempo
prolongado de retencdo intracelular dos seus metabolitos ativos e um perfil de toxicidade
aceitavel (VASILYEVA et al., 2015a).

2.5 Terapia antirretroviral

Um avango significativo tem sido alcangado no tratamento da infeccdo pelo HIV na
atualidade. Desde a descoberta de uma nova classe de antirretrovirais capazes de inibir a
atividade da enzima protease, um esquema terapéutico eficiente tem sido adotado para controlar
a replicacdo do HIV (ARTS; HAZUDA, 2012; DE CLERCQ, 2009). Um esquema de trés ou

mais drogas, atuando em pelo menos dois alvos moleculares distintos que sdo essenciais para a



29

replicacdo viral, sdo utilizados pelos pacientes como estratégia para impedir ou retardar o
aparecimento de cepas resistentes resultantes da habilidade do virus de evoluir e se adaptar
(MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014). Devido a eficacia da terapia antirretroviral altamente
ativa (HAART) em suprimir a replicacdo a niveis indetectaveis, a infeccdo passou a ser
colocada em um patamar de doenca crénica controlavel para a maioria dos individuos com
acesso ao tratamento (ARTS; HAZUDA, 2012; PIRRONE et al., 2011).

O ciclo de reproducdo do HIV possui muitos alvos para a intervencao terapéutica. A
primeira etapa da replicacdo viral é caracterizada pela entrada do virus nas células alvo que
apresentam receptor CD4 e co-receptor de quimiocina CCR5 ou CXCR4 e é completada dentro
de 1h apos o contato do virus com a célula (MAARTENS; CELUM; LEWIN, 2014). O HIV-1
apresenta proteinas gp120/gp41 em seu envelope, que fazem o reconhecimento dos receptores
celulares e direcionam o virus para liberarem o capsideo e 0 material genético no interior da
célula (DAS; ARNOLD, 2013). A interacdo da subunidade gp120 com o receptor CD4 é
seguida pela ligacdo adicional a um co-receptor de quimiocina na célula (CCR5 ou CXCR4),
promovendo a exposicdo do dominio hidrofébico gp41 do envelope do HIV responsavel por
mediar a fusdo com a membrana celular (CIHLAR; FORDYCE, 2016). Gp41 e o co-receptor
CCR5 sdo alvos de dois medicamentos aprovados pelo FDA que impedem a entrada do virus
na célula: Enfuvirtida e Maraviroc, respectivamente.

A fusdo do envelope viral com a membrana celular permite a liberacdo do conteudo
viral para a célula alvo para que se inicie o processo de replicacdo (REYSKENS; ESSOP,
2014). O primeiro processo intracelular, a transcricdo reversa, é alvo das primeiras classes de
antirretrovirais utilizados para o tratamento do HIV: inibidores da transcriptase reversa
analogos a nucleotideos (ITRNts) ou nucleosideos (ITRNs), no qual faz parte 0o AZT e
inibidores ndo analogos aos nucleosideos (ITRNNS) que ndo competem com o0s nucleosideos
nativos pois se ligam a sitios ndo cataliticos da enzima (ARTS; HAZUDA, 2012). Nesse
processo, 0 RNA fita simples do HIV é transcrito a DNA de dupla fita pela enzima. No processo
seguinte, durante a formacdo do complexo pré-integracdo, a enzima integrase do HIV catalisa
a incorporagdo do DNA viral ao material genético da célula hospedeira no nucleo para a
transcrigdo das proteinas virais (ARTS; HAZUDA, 2012). Por fim, a classe final de farmacos
aprovados séo os inibidores da enzima protease, que catalisa a prote6lise de poliproteinas virais

para a completa formacéo das particulas virais infecciosas (REYSKENS; ESSOP, 2014).
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Fig. 4. Ciclo de vida do HIV e alvos farmacol6gicos dos antirretrovirais. O HIV é capaz de
infectar células que possuem receptor CD4 e co-receptor de quimiocina CCR5 ou CXCRA4.
Apds a entrada na célula hospedeira, varias enzimas virais atuam no ciclo de replicacdo do HIV:
a transcriptase reversa realiza a transcricdo reversa do RNA viral em DNA complementar; a
integrase realiza a integracdo do DNA viral no DNA da célula hospedeira; e por fim a protease
que permite a maturacdo das particulas virais. A terapia antirretroviral é capaz de atuar inibindo
estas enzimas durante o ciclo do HIV, impedindo a replicacdo do virus na célula alvo. Os
farmacos da classe de inibidores da transcriptase reversa podem ser divididos em analogos de
nucleosideos que competem com os nucleosideos da célula pelo reconhecimento da enzima e
0s ndo analogos de nucleosideos que inibem diretamente a transcriptase reversa do HIV
(REYSKENS; ESSOP, 2014).
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2.6 Inibidores da transcriptase reversa analogos a nucleosideos (ITRNs) e
nucleotideos (ITRNts)

Os inibidores da transcriptase reversa analogos a nucleosideos foram a primeira classe
de farmacos a serem aprovados pelo FDA. Todos eles sofrem fosforilagdo por quinases no
interior da célula hospedeira para que possam atuar inibindo a transcrigdo reversa do RNA viral
(ARTS; HAZUDA, 2012). Oito farmacos fazem parte desta classe, compreendendo analogos
da Citosina, Guanina e Timidina. Estes inibidores competem com os nucleosideos fisioldgicos
pelo centro ativo da transcriptase reversa e sao utilizados durante a sintese do DNA viral, uma
vez que a enzima ndo é capaz de distinguir os ITRNs fosforilados dos nucleosideos naturais
(DE CLERCQ, 2009; REYSKENS; ESSOP, 2014). Por sua eficiéncia no bloqueio da
replicacdo viral, esta classe de inibidores ainda permanece como terapia de primeira escolha
para o tratamento do HIV (KUKHANOVA, 2012).

Todos estes farmacos apresentam substituicdo do grupo hidroxila na posi¢do 3’ da
molécula de aclcar e com isso impedem a formacéo das ligacdes fosfodiéster 3°-5” entre os
inibidores e o nucleosideo trifosfatado que seria adicionado na sequéncia durante o processo de
sintese da fita de DNA, de modo que a fita de DNA ndo seja produzida e a transcri¢éo reversa
seja interrompida (ARTS; HAZUDA, 2012).

Por outro lado, os ITRNts diferem dos ITRNs porque precisam passar por apenas duas
etapas de fosforilacdo para serem convertidos em suas formas ativas, enquanto os ITRNs
necessitam de trés etapas para serem ativados (SHELTON et al., 2016). Porém, mais importante
é o fato de os ITRNts possuirem um grupo fosfato no lugar da ligacao éster presente nos ITRNS,
que ndo pode ser clivado facilmente pelas hidrolases (esterases), tornando ainda mais dificil a
clivagem destes compostos apos serem incorporados na extremidade 3’-terminal da cadeia do
DNA (ARTS; HAZUDA, 2012; SHELTON et al., 2016). A afinidade dos farmacos desta classe
pela transcriptase reversa do retrovirus é cerca de 100 - 300 vezes maior do que pela DNA
polimerase-o. humana, 0 que permite a inibicao seletiva da replicacédo viral sem bloquear ou

tendo pouco efeito na replicacdo celular (CHENG et al., 1987).
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Fig. 5: Inibidores da transcriptase reversa do HIV-1 analogos a nucleosideos. Hoje existem
8 farmacos desta classe divididos entre analogos da timidina (Zidovudina e Estavudina),
analogos da citidina (Zalcitabina, Lamivudina e Emtricitabina), analogos da guanosina
(abacavir) e andlogos da adenosina (didanosina e tenofovir). Em particular, o inibidor tenofovir,
por conter um grupo fosfato na molécula € classificado em analogo de nucleotideo. Os farmacos
desta classe precisam sofrer trés fosforilacGes antes de inibir a transcriptase reversa do HIV.
Para cada nucleosideo diferente, hd quinases especificas que participam dos processos de
fosforilacdo. Na forma trifosfatada ativa, estes analogos séo utilizados pela transcriptase reversa
e acabam competindo com os nucleosideos da célula e causando o término da sintese do DNA
viral (ARTS; HAZUDA, 2012).

Em combinagdo com outras classes de ARVSs, os ITRNs séo utilizados como primeira
escolha para o tratamento de pacientes virgens de medicagéo nos esquemas atuais. No entanto

seu uso é descontinuado quando cepas de HIV adquirem resisténcia a estes farmacos (ARTS;
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HAZUDA, 2012; BHATTI; USMAN; KANDI, 2016). A resisténcia aos ITRNs é mediada por
2 mecanismos principais: Pirofosforélise dependente de ATP e discriminagdo entre 0s
desoxiribonucleotideos e os inibidores. Na primeira, ocorre a remocao dos inibidores da enzima
na posi¢do 3’ terminal da cadeia de DNA sintetizada e com isso, uma reversdo do processo de
sintese do DNA viral. Na segunda, a enzima passa a ter maior afinidade por nucleosideos
fisiol6gicos que por inibidores durante a sintese do DNA (DE CLERCQ, 2009; IYIDOGAN;
ANDERSON, 2014).

Embora muito eficientes no tratamento do HIV, existem evidéncias de que estes
andlogos atuem como substratos para a DNA polimerase mitocondrial humana (Pol v),
resultando na inibicdo da replicacdo mitocondrial, 0 que pode gerar nos pacientes tratados com
0s coquetéis de ITRNs, os mesmos sintomas de doencas mitocondriais como, por exemplo,
miopatias, neuropatias periféricas, miocardiopatia hipertrofica, Diabetes mellitus, pancreatite,
acidose lactica e faléncia das células hepaticas, entre outros (BHATTI; USMAN; KANDI,
2016; CIHLAR; FORDYCE, 2016).

2.7 Zidovudina (AZT)

Dentre 0s ITRNs, 0 3'-Azido-3'-deoxitimidina ou zidovudina (AZT), um anélogo
sintético do desoxinucleosideo timidina, foi o primeiro fadrmaco aprovado pelo FDA
em 1986 e comercializado pelos laboratérios Burroughs-Wellcome em 1987 para o
tratamento do HIV e que durante o inicio da epidemia foi a Unica alternativa
terapéutica que apresentou uma resposta clinica satisfatéria no combate a infeccéo,
impedindo a replicacdo do HIV e retardando a progressdao da AIDS (D’ANDREA;
BRISDELLI; BOZZI, 2008; GOMEZ; ARMANDO; ALONSO, 2012). Além disso, 0 AZT
foi eficiente em suprimir a transmissdo viral materna para o feto e por isso foi
prontamente incorporado nos regimes pediatricos 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 reproducdo do virus, 0 AZT ainda
continua sendo um componente mandatério da HAART e utilizado como farmaco de ‘primeira
escolha’ em muitos paises (KHANDAZHINSKAYA et al., 2009).

Assim como os outros farmacos desta classe, 0 AZT precisa ser fosforilado para se
tornar ativo. Particularmente parao AZT, 3 quinases fazem parte do processo: Timidina quinase

adiciona o primeiro grupamento fosfato na hidroxila localizada na posi¢do 5’ do anel;
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Timidilato quinase acrescenta o segundo fosfato na mesma posicdo e Nucleotideo difosfato
quinase acrescenta o Ultimo fosfato necessario para sua forma biologicamente ativa trifosfatada.
A Transcriptase Reversa do HIV reconhece e incorpora a molécula de AZT trifosfatada em
substituicdo ao trifosfato de timidina durante a sintese do DNA pro-viral, causando término da
sintese  completa do cDNA (D’ANDREA; BRISDELLI;, BOZZI, 2008;
KHANDAZHINSKAYA; MATYUGINA; SHIROKOVA, 2010).
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Figura 6: Mecanismo de acdo do AZT: Apods a entrada na célula alvo, o AZT ¢ fosforilado
pelas enzimas intracelulares (Timidina quinase-TK, Timidilato quinase-TmK e Nucleotideo
Difosfato quinase-NDPK) a forma biologicamente ativa trifosfatada. A Transcriptase Reversa
do HIV reconhece e incorpora a molécula de AZT em substituicdo ao trifosfato de timidina
durante a sintese do DNA pro-viral, causando a inibicdo do processo. Adaptado de
(FREEMAN; HERRON, 2015).

Embora a eficacia do AZT seja inquestionavel, linhagens de virus mutantes resistentes
podem emergir em decorréncia do seu uso prolongado, mesmo nos regimes multi-terapéuticos
atuais, podendo evoluir para AIDS e morte (FREEMAN; HERRON, 2015). Este fato reforcou

a necessidade de mudancas estratégicas na conduta terapéutica, priorizando a utilizacdo de
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farmacos que levassem a supressdo viral sustentada e abandonando outros que apresentassem
uma baixa barreira genética a resisténcia viral. Isso contribuiu para limitar a selecdo de alguns
antirretrovirais como o AZT para o tratamento do HIV em recém-infectados e em pacientes
submetidos a esquemas terapéuticos distintos (BOYER et al., 2015; SCHNEIDER et al., 2015).

A resisténcia ao AZT ocorre porque durante o ciclo biolégico do HIV a alta taxa de
replicacdo do virus, em conjunto com a baixa exatiddo da enzima transcriptase reversa viral,
favorece erros na transcricdo das sequéncias de nucleotideos dos aminoacidos das fitas de RNA
no genoma do HIV (FREEMAN; HERRON, 2015). Estes erros permitirdo alteracdes na
composi¢do genética das novas populacdes de HIV formados, com alteracfes nas sequéncias
dos nucleotideos dos aminoacidos em determinadas posi¢cbes do RNA viral, promovendo a
formacdo de variantes virais capazes de conferir ao HIV resisténcia aos medicamentos (BOYER
et al., 2015). Sempre que a replicacdo viral ocorrer na presenca de drogas antirretrovirais, as
variantes virais com mutacfes que escapam ao efeito inibitério das drogas serdo selecionadas
formando uma populacdo de virus resistentes que competird com os demais e podera se
estabelecer através da selecdo positiva (FREEMAN; HERRON, 2015; SCHNEIDER et al.,
2015).

Junto ao aparecimento de resisténcia, outra desvantagem sdo os efeitos indesejaveis e a
toxicidade decorrente do seu uso, como evidenciado pelo efeito supressor da medula éssea,
desordens mitocondriais, miopatia, acidose latica e anormalidades hepaticas (D’ANDREA,;
BRISDELLI; BOZZI, 2008; RICHMAN et al., 1987b; STAGG et al., 1992). Além disso,
algumas propriedades farmacocinéticas sub-6timas como baixo index terapéutico, meia vida
curta no sangue e baixa afinidade pelo SNC, um 6rgdo infectavel pelo HIV através de
mecanismos de entrada nas células independentes do receptor CD4 (ALVAREZ LOSADA;
CANTO-NOGUES; MUNOZ-FERNANDEZ, 2002), contribuem consideravelmente para a
toxicidade do AZT, uma vez que altas doses sao necessarias para manter os niveis terapéuticos
eficientes da droga (TURK et al., 2002).

Dentre os efeitos adversos do AZT, os mais notorios envolvem anormalidades
hematopoiéticas. Esses efeitos sdo mais comumente observados em células progenitoras
hematopoiéticas da medula 6ssea e manifestam-se em aproximadamente 40% dos pacientes em
tratamento através de anemia, neutropenia, granulocitopenia, diminuicdo da contagem de
reticuldcitos e frequente trombocitopenia (ABRAHAM et al., 1993; GELMON et al., 1989).
Alguns supostos mecanismos sugeridos como causa dessa toxicidade incluem a inibicdo da

sintese do heme, baixa regulacéo do receptor de eritropoietina, supressdo da expressao génica
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da globina, inibicdo da sintese 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 a inibicdo ndo especifica da DNA polimerase mitocondrial, levando
posteriormente a disfuncdo mitocondrial com respiracdo anaerobica, lipoatrofia, miopatia e
acidose latica (FURMAN et al., 1986a; KOCZOR et al., 2015). Estes efeitos secundarios
indesejaveis sdo ainda mais intensos em pacientes com HIV devido ao impacto negativo da
infeccdo pelo HIV nas mitocdndrias. Enquanto o 5-trifosfato de zidovudina inibe fracamente a
DNA polimerase-a celular e a polimerase-y mitocondrial, a forma monofosfatada do AZT, por
sua vez, inibe competitivamente a timidilato quinase celular, um efeito que reduz os niveis de
trifosfato de timidina e portanto aumenta a toxicidade de outros metabdlitos 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, ha concentra¢do de 300mg, ou
através de infusdo intravenosa (3mg/Kg; 12/12h) (STEVENS; LYALL, 2014). Com uma
biodisponibilidade de 60%-80%, a concentracdo plasmatica maxima de AZT é alcancada em
30 minutos e a meia-vida € de uma hora, enquanto a meia-vida de eliminacao intracelular é de
trés horas (D’ANDREA; BRISDELLI; BOZZI, 2008). A concentracdo no liquido
cefalorraquidiano (LCR) atinge 65% dos niveis plasmaticos (CHENG et al., 1987).

Menos de 1% de todo o clearance do AZT é direcionado a sua forma ativa trifosfatada.
O transporte do AZT para a célula ocorre através de difusdo passiva e/ou ativa através dos
transportadores SLC28A1, A3, SLC22A6, A7, A8 e All (ERRASTI-MURUGARREN;
PASTOR-ANGLADA, 2010; ZIMMERMAN; MAHONY; PRUS, 1987). A segunda via
metabolica envolve a inativagdo do AZT por glucuronidacdo, a via predominante no
metabolismo do AZT, resultando na formagcdo 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 glucuronideo em um processo mediado pela
UGT2B7 (UDP glucuronosiltransferase) (BEACH, 1998; COURT et al., 2003) (Figura 7).

A terceira via metabdlica envolve a reducdo da porcao azido resultando na formagéo do
3'-amino-3'-desoxitimidina (AMT). Os citocromos P450s e P450 redutase estdo implicados na

formagdo do AMT. O AMT mostrou ser cerca de 5 a 7 vezes mais toxico 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).
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Figura 7: Principais vias envolvidas no metabolismo do AZT. O AZT pode seguir trés rotas
metabdlicas na célula. Menos de 1% é convertido a forma ativa trifosfatada; a maior parte (60-
70%) é excretada na urina na forma de 3’amino-3’-deoxitimidina glucuronideo; e também pode
sofrer redu¢ao em 3’amino-3’-deoxitimidina pelo Citocromo P450 no figado. O transporte do
AZT para a célula ocorre através de difusdo passiva e/ou ativa atraves dos transportadores
SLC28A1, A3, SLC22A6, A7, A8 e A1l (PharmGKB, 2017).

Devido a baixa disponibilidade do AZT, altas doses devem ser administradas para
manter niveis terapéuticos efetivos, as quais frequentemente alcancam niveis plasmaticos
toxicos, causando uma série de efeitos adversos graves. Esses efeitos sdo dose-dependente e
uma reducgéo da dose total administrada reduziria a severidade desta toxicidade (ABRAHAM
etal., 1993; RICHMAN et al., 1987b; SCHEDING; MEDIA; NAKEFF, 1994).
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2.9 AZT como farmaco antitumoral e o interesse em seus analogos

Quando foi sintetizado pela primeira vez por Horwitz da Fundacao contra o Cancer 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 insatisfatéria em modelos de
cancer em roedores. Devido os resultados desanimadores, a molécula foi prontamente
abandonada e despertou novamente a atencdo dos pesquisadores mais tarde, no inicio 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 nucleosideo é eficaz como terapia
de primeira linha para diversos tipos de cancer humano associados a virus, como o linfoma de
células T associado ao HTLV-1 (DATTA et al., 2006).

Um dos mecanismos que explica a eficacia do AZT no tratamento de alguns tumores se
da pela inibicdo da enzima telomerase, responsavel pela sintese dos teldmeros celulares
(GOMEZ; ARMANDO; ALONSO, 2012; LI et al., 2006). Desde que se descobriu que a
telomerase possuia um centro catalitico estruturalmente semelhante a transcriptase reversa do
HIV, vérios estudos abordaram a eficicia da inibicdo da telomerase utilizando ITRNs
conhecidos, como 0 AZT (GOMEZ; ARMANDO; ALONSO, 2012; JAFRI et al., 2016). A
atividade da telomerase € ausente na maioria das células soméaticas 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 progressdo de doencas malignas depende
da reativacdo 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 acdo antitumoral do AZT seria pelo prolongamento da
fase S do ciclo celular e inducéo de apoptose celular (OLIVERO et al., 2005).

Devido a esses resultados animadores, € crescente o interesse em criar moléculas
analogas ao AZT para investigacdo da atividade antitumoral em diferentes tecidos. Inimeros
pro-farmacos derivados a partir do AZT tem sido descritos na literatura na tentativa de reduzir
os problemas toxicoldgicos associados aos ARVs e aumentar a eficacia terapéutica no
tratamento do HIV e cancer (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 eficacia superior dos andlogos em
relagdo ao AZT em estudos de atividade antirretroviral e antitumoral em diversas linhagens de

cancer (Tabela 3). Além disso, a toxicidade de muitos deles foi menor quando comparada ao
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AZT. Estas moléculas também apresentam liberacédo lenta apds administracéo oral e penetracdo
mais eficiente nas células.
Em 1999, a Federacdo Russa autorizou a comercializacdo de uma molécula
monofosfatada derivada do AZT chamada de Fosfazida (Nikavir®), para prevencdo e
tratamento da infeccdo pelo HIV e apresentou boa tolerancia e acéo terapéutica nos ensaios

clinicos (GALEGQV, 2004). O Nikavir apresenta alta atividade anti-HIV, baixa citotoxicidade
e inducdo menos frequente de variantes mutantes de HIV-1 quando comparado ao AZT. Ao

Referéncia

contrario do AZT, o Nikavir também mostrou nédo induzir alteracdes marcantes nos marcadores
hematopoiéticos nos pacientes (GALEGOV, 2004; IVANOVA; SHMAGEL’; VOROB’EVA,
Tabela 2: Atividade antirretroviral e antitumoral de diferentes classes de derivados do AZT.
Resultados
(KHANDAZHINS
KAYA et al., 2000;

Atividade anti-HIV 20 a 30
POKROVSKY et

2010).
Composto Substituintes
(o]
I
RO—P—0O- Thy
| o R: Me; Et; MesCCH,. PhCH; Iso-Pr _
H . . . vezes maior que o AZT em
Ciclohexilcolesteril; tert-Bu; Ada <lulas MT-4 infectad
: células MT-4 infectadas al., 2001)
N,
Ri=EBO; Ry = Bt, PRCH:CHz, 1PT, - 7 iidade anti-HIV 10-100
ciclohexil, adamantil (SHIROKOVA et
vezes mais efetiva que o AZT; 1. 2003)
— — H al.,
R2 = NHzR. = Me, Et, Pr, iPr, sem toxicidade na célula alvo
10 vezes mais potentes contra
HIV-1 e 2 vezes mais potentes  (MEIER et al, 1998)

o] (o]
R4 M ||| —0 o Thy
~ 1
M63CC Hz

contra HIVV-2 e menos toxico

[0}
Aﬂ\o/um‘o/#\ﬂ
z X =NOg, CN, CI, H, CHs, OCHjs
Y OH Y= NOz, Z= NOz, W= NOz
que AZT
X w
0 Atividad ti-HIV Ihant
I R = (a) CHs, (b) H ividade anti- semelhante
Azt 0~ P 0 Azt (c) CH3 (CH,);0C (O), a0 AZT em células MT-4, %EL:ES ett all-v iggg)
etal.,
l (d) (CH3)sCC (O) SCH.LHOC (O) CEM-X 174 e CEM-SS.
R = (a) CeHus, (b) HOCH.CHa, L
KUKHANOVA
(6) HaNCH,CH, (d) MesNCH;CHs, Apresentaram toxicidade menor 2006- ,
(e) MesN+CH2CH_, (f) H, (g) Me, que 0 AZT, no entanto foram KUKHANOVA et
menos efetivos contra HIV-1 @l 2008)

o] Q
HN JJ—LI— o Thy
| | l(p\;
OH
(h) C4Ho,
: (i) PhCH2CH
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0
0 NH
Y0 | N ,go X = NH2; NHCH3. NHC,Hs Atividade anti-HIV menor que 0 (SOLYEV etal.,
X r:o: ; AZT em células MT-4 2012)
N3
0 Rl = H, Rz = CH3
Rl = H, Rz = CHzCH3
L CHa R, = H, R, = CH,CH,CHs
] Ri =H, Rz = CH.CH,CH,CHs Atividade antitumoral menor  (CELEWICZ et al
0 0Py Ry = H. R» = CH(CHs) , ( e e
CICH;—P—0— 4 R: = H, R, = CH,CH=CH> que 0 AZT em células KB e 2011)
N R: = H, R, = CH,CH,Ph MCE-7
R™ "Ra % / R1 = H, Rz = CH2CH2-(3-indolyl)
[ Ry = CHs R, = CHs
N R1 = CH2CHs, R2= CH2CHs
Ry =fenil, R, =H, Rs = H;
7 R; = p-tolil, R, = H, Rs = H;
HNJ\/H/ Ry = p-metoxifenil, R, = H, Rs = H; Efeito antitumoral semelhante
RIp? O A R1 = p-clorofenil, R, = H, Rs = H; . .
R‘sog(':H(':Ho b 0% N R; = p-nitrofenil, R, = H, Rs = H; ou maior que 0 AZT em células  (WANGetal., 2014)
R1SO.CHEHO \,.,O--x,J R: = fenil, R, = CHs, Rs = H; KB-3-1, MCF-7, H460 e
I \ / R = fenil, R, = H, R3 = CH3;
3
RER L Ry = fenil, Rz = H, Rs = CH,CH; SW620.
: Ri= fenil, R, = CH3, Rs = CH3;
R: = fenil, R, = fenil, R3 = H.
2.10 Selénio

O selénio (Se) é um elemento traco essencial com inimeras funcées bioldgicas. Embora
o0 selénio (Se) tenha sido identificado como elemento nos anos 1950, antes disso ele s6 era
conhecido pelos seus efeitos toxicos (REILLY, 1996). Desde sua descoberta, em 1817, a
literatura apresenta mais de 100.000 publicacGes com o selénio, investigando principalmente
seu papel biolégico e toxicologico (SANMARTIN et al., 2011). E o componente-chave do sitio
ativo de muitas proteinas por estar presente no aminoacido selenocisteina, o 21° aminoacido
utilizado para a sintese de proteinas em humanos (CARDOSO et al., 2015). 25 selenoproteinas
foram identificadas até agora no proteoma de humanos e 24 no proteoma de ratos e
camundongos. Porém, nem todas tiveram sua funcdo completamente caracterizada até agora
(ROMAN; JITARU; BARBANTE, 2014). A maioria das seleno-proteinas participam da
regulacdo do status redox, com destaque para as familias das glutationa peroxidases (GPxs) e
tiorredoxina redutases (TrxRs). Dentre as selenoproteinas presentes no plasma, a GPx

corresponde a cerca de 10-30%; ficando atras apenas da selenoproteina P que compreende uma
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taxa aproximada de 50% (ASHTON et al., 2009). Porém nem todas as selenoproteinas sdo
enzimas antioxidantes que participam da regulacdo redox; outros processos especificos estdo
relacionados com as selenoproteinas, incluindo a sintese de dNTPs, , regulacdo de fatores de
transcricdo, regulacdo de processos apoptoticos, imunomodulacdo, regulacdo da sintese de
hormonios da tiredide, armazenamento e transporte de selénio, degradacdo de proteinas mal
formadas no reticulo endoplasmatico (MOSTERT; HILL; BURK, 2003; RAYMAN, 2005,
2012; ROMAN; JITARU; BARBANTE, 2014; STEINBRENNER; SIES, 2009).

O selénio existe em muitas formas. As mais bem estudadas incluem selenometionina
(SeMet), selenito de sodio e metilselenocisteina (SeMeSC) (FRITZ et al., 2011). O selénio
dietético € composto predominantemente de selenometionina com quantidades menores de
outros compostos organicos de selénio, embora as concentragdes variem amplamente de acordo
com o teor de selénio do solo (SILVERA; ROHAN, 2007). A castanha-do Para brasileira é
conhecida por sua alta concentracdo de selénio biodisponivel: 2 castanhas séo suficientes para
fornecer uma concentracdo média de selénio de 53mcg por dia, aumentando os niveis de selénio
plasmaticos 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 eritrocitos, o sangue total, os niveis
de selenoproteina P plasmaticos e a atividade da GPx no plasma, plaquetas e no sangue total
podem ser utilizados como marcadores Uteis para indicar o status de selénio no organismo
(ASHTON et al., 2009).

O papel do selénio como elemento trago essencial na dieta foi demonstrado
experimentalmente em 1957 por Klaus Schwarz na Alemanha. Os sinais clinicos de deficiéncia
de selénio caracterizam a doenca de Keshan, uma cardiomiopatia que afeta principalmente
criangas pequenas e mulheres em idade fértil, que é bastante evidente em populacdes com
ingestdo particularmente baixa (<15ug/dia) em algumas areas da China (YANG; XIA, 1995).
Em 1980 a Junta de Alimentacdo e Nutricdo da Academia de Ciéncias dos Estados Unidos
propOs a ingestdo diaria entre 50 e 200ug de selénio para homens adultos; aporte este
considerado adequado e isento de efeitos toxicos. Atualmente, com o melhor conhecimento
sobre as necessidades dietéticas do selénio, as quantidades recomendadas de selénio na dieta
para adultos foram redefinidas para 25 a 100 pg/dia, com uma média de 60 pg/dia para homens
e 53ug/dia para mulheres (RAYMAN, 2012).

O consumo de selénio acima do toleravel e fixado em 300-450ug/dia, sendo que ja
foram observados casos esporadicos de toxicidade (selenose) em humanos e animais que
consomem plantas cultivadas em solo rico em selénio ou ap6s ingestdo acidental de doses muito
elevadas (FAIRWEATHER-TAIT etal., 2011).
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2.11 Selénio e doengas humanas

Estima-se que 2 bilhdes de pessoas em todo o mundo tenham deficiéncia de
micronutrientes (JOHNSTON; FANZO; COGILL, 2014). O 6rgdo Europeu que elabora as
recomendagdes sobre micronutrientes (EURRECA-European micronutrient recommendations
aligned) priorizou 5 micronutrientes para nutricdo humana (&cido félico, vitamina B-12, iodo,
ferro e zinco) e identificou alguns resultados relevantes para saude decorrentes de uma ingestdo
de selénio adequada e/ou supranutricional: 1) melhora da cognicéo (para idosos com idade >
50 anos), 2) diminuicdo da carga viral e atraso do aparecimento da AIDS (para pacientes
infectados com HIV), 3) melhora das fungbes imunes, 4) fertilidade (para homens), e 5)
beneficio para alguns tipos de cancer (particularmente para pessoas em risco de desenvolver
cancer de prostata (HURST et al., 2013).

Varios estudos tém demonstrado que niveis insuficientes de selénio, e particularmente
selenoproteinas, podem estar diretamente ou indiretamente associados com inumeras doengas
humanas, incluindo céancer, 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
associacOes ¢ devido ao papel das enzimas GPxs e TrxRs na reducdo do estresse oxidativo, que
foi identificado como um evento critico no desenvolvimento e progressao de varias patologias
(STEINBRENNER; SIES, 2009). Portanto, o valor preventivo e terapéutico do selénio contra
tais patologias parece estar fortemente associado com a propriedade antioxidante que 0 mesmo
exibe. As células do sistema imune, por exemplo, expressam a maioria dos 25 genes que
codificam selenoproteinas humanas, com a GPx1 e GPx4 mostrando os maiores niveis de
expressao tanto em linfocitos T como em macréfagos (HUANG; ROSE; HOFFMANN, 2012).

Algumas outras selenoproteinas estdo envolvidas em processos especificos, como
sinalizacéo do Ca?* funcéo cerebral e espermatogénese (Tabela 3). No entanto, o conhecimento
definitivo sobre os mecanismos subjacentes a acdo das selenoproteinas relacionadas a doengas
humanas ainda esté longe de ser alcangcado (ROMAN; JITARU; BARBANTE, 2014b).



Tabela 3 : Papel das
BARBANTE, 2014a)

selenoproteinas em doengas humanas (ROMAN; JITARU,;

Doenca

Selenoproteina

Mecanismo

Desordens musculares

SelN, SelWw

Homeostase da sinalizagdo do Ca?*

Doengas

GPxs, TrxRx, SelR

Defesa antioxidante
Regulacdo do horménio T3 para

cardiovasculares DIO] metabolismo lipidico
SelS Desconhecido
Hepatopatias GPxs Defesa antioxidante
Dano renal GPxs Defesa antioxidante
Epilepsia, desordens de GPxs

humor

Defesa antioxidante

Desordens neurologicas

SelP, GPxs, TrxRs,
SelW, SelH, SelM

Defesa antioxidante

TrxRs Regulacéo precoce da sinalizagéo
das células imunes
Resposta inflamatoria GPxs Regulagéo avgngada_l da sinalizacéo
das células imunes
SelS Defesa antioxidante, regulacdo de
citocinas
HIV GPxs Defesa antioxidante
GPxs Inibig&o da sinalizag&o de insulina /
defesa antioxidante
DM tipo 2 Selp Inibicdo da sintese de insulina
TrxRs Estimulagéo da sinalizacéo de
insulina / defesa antioxidante
. DI10s Regulagéo do metabolismo dos
Desordens enddcrinas TN
hormonios tireoidianos
GPx4 Defesa antioxidante, suporte

Infertilidade masculina

estrutural

Cancer

GPxs, SelP, TrxRs

Defesa antioxidante
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2.12 Selénio e infecgOes virais

Efeitos benéficos do selénio sdo quase exclusivamente relatados em infec¢Ges por RNA
de virus (Tabela 4). Particularmente na infeccdo por HIV é bem conhecido na literatura que
individuos soropositivos apresentam deficiéncia de muitos nutrientes. Niveis plasmaticos de
selénio abaixo dos recomendados ja foram detectados nestes pacientes (DWORKIN, 1994;
KUPKA et al., 2004). Um estudo mostrou que entre as mulheres Kenianas soropositivas com
contagem media de células T CD4 de 451/uL (valor de referéncia para adultos saudaveis: 700-
1100/uL), 11% apresentaram deficiéncia sérica de selénio (<85 ug/L) e esta condicdo estaria
relacionada ao aumento da disseminacdo do HIV de células infectadas no trato genital
(BAETEN et al., 2001). Look e colaboradores (1997), mostraram que concentracdes séricas de
selénio e a atividade da GPx foram substancialmente menores em pacientes hospitalizados com
AIDS do que em pacientes infectados com HIV assintomaticos e individuos saudaveis e que as
concentracOes séricas de selénio foram positivamente correlacionadas com a contagem de
células T CD4+ (LOOK et al., 1997). Da mesma forma, baixas concentracdes plasmaticas de
selénio tem sido associadas com a progressao acelerada da infec¢do e um risco aumentado de
mortalidade (KUPKA et al., 2009). Niveis baixos de selénio plasméatico também foram
detectados em pacientes da Fldrida infectados no estagio inicial da doenca, o que indica que a
deplecdo de selénio ja é um efeito precoce na infecgdo por HIV (BAUM et al., 1997).

Evidéncias cumulativas sugerem que a suplementacdo com selénio esta associada com
significativa melhora nos estagios iniciais e avancados da infec¢do por HIV resultando em
cargas virais estaveis, contagem de CD4 melhorada e diminuigdo da progressdo da doenga
(BAUM et al., 2013; HURWITZ et al., 2007; VILLAMOR et al., 2008). Nesse sentido, a
suplementacdo com selénio poderia retardar o aparecimento da AIDS em pacientes recém
infectados sem acompanhamento terapéutico. Dentre 0s mecanismos envolvidos estariam o
aumento da expressdo génica dos fatores necessarios para a biossintese de proteinas em
linfdcitos, apontando para uma maior proliferacdo de linfocitos apos a ingestdo de selénio; a
inibicdo da replicacdo viral através da regulacdo de selenoproteinas como TrxR-1 e GPx que
controlam negativamente a transcrigdo viral dependente da proteina de transativacéo tat e o
favorecimento de uma resposta imune pro-inflamatéria do tipo Th1, importante contra agentes
patogénicos virais e bacterianos (HOFFMANN et al.,, 2010; HORI et al., 1997;
PAGMANTIDIS et al., 2008).

Em estudos com hepatites virais demonstrou-se que concentragfes plasmaticas e

eritrocitarias de selénio e a atividade da GPx foram significativamente menores nos pacientes



45

infectados pelo HCV do que nos controles saudaveis, sendo inversamente correlacionados com

a carga do virus da hepatite C (KO et al., 2005). Na provincia chinesa de Qidong, uma regido

com solo pobre em selénio, a suplementacdo com selénio reduziu a incidéncia de cancer de

figado associado a infeccdo pelo virus da hepatite B, uma infeccdo por DNA viral (YU; ZHU;

LI, 1997).

Tabela 4: Envolvimento da suplementacdo com selénio em diferentes infec¢des virais

Patdgeno/dose Nutrientes Efeitos (Grupo suplementado A
N Referéncia
testada adicionais vs. Grupo placebo)
Influenza A
Titulos de anticorpos mais
elevados ap6s a vacinagdo com
100 pg Sefd como Zinco virus da Influenza A (IAV); (GIRODON et
sulfeto de selénio . . ~ al., 1999)
Numero de infec¢bes do trato
respiratorio diminuidas
Poliovirus
Melhor clearance viral apos a
Sgrﬁolggl : I‘?I t(S)e(/jg Nenhum vacinacao contra o poliovirus (BROOME et
s devido a imunidade melhorada al., 2004)
sodio ,
das células T
Hepatite C
200 g Se/d como o Nenhum efeito _S|gn|f|cat|v0 (GROENBAE
- Vitaminas C e E sobre a carga viral ou dano
selenometionina i K et al., 2006)
hepatico
HIV
200 g Se/d como ) Progresso IS“p”m'da nacarga L URWITZ et
selénio de levedura Nenhum vira' € aumento al., 2007)
das células T CD4+ N
(KUPKA et
200 pg Se/d como Nenhum Melhora na sobrevivéncia infantil al., 2008,
selenometionina
2009)
Sem efeito na carga viral e
400 pg Se/d (ndo S contagem de células T mas (JIAMTON et
. Multivitaminico A
especificado) aumentou a taxa de sobrevivéncia al., 2003)
200 pg Se/d (ndo Vitaminas B, C e Progressao gla (jlge_ngg d'm,'lml“da (BAUM et al.,
especificado) E (atrasou o declinio das células 2013)
T CD4+, menor mortalidade)
HIV/Co-infeccao
com Mycobacterium
100 ug Se/d (ndo N Diminuicao da mortalidade, ;) | ApoR
o Multivitaminico menor risco de recorréncia de
especificado) . . et al., 2008)
tuberculose apos a terapia
200 ug Se/d como S Declinio da mortalidade e (RANGE et
. Multivitaminico
selenometionina aumento do ganho de peso al., 2006)
200 pg Se/d como S Aumento do ganho de peso apés (PRAYGOD et
: 0 Multivitaminico )
selenito de sodio terapia al., 2011)
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Aumento da biodisponibilidade
Multivitaminico da rifampicina, um farmaco
usado para TB

200 ug Se/d como
selenito de sodio

(JEREMIAH
etal., 2014)

2.13 Selénio e cancer

Tem sido demonstrado que o selénio em doses farmacoldgicas e supranutricionais atua
como agente antiproliferativo, reduzindo a taxa de divisdo celular. O primeiro relato de sua
atividade anticarcinogénica ocorreu somente 12 anos ap0s a sua descoberta, em 1817, como
elemento traco essencial, onde se relacionou a deficiéncia do elemento com o0 aumento no risco
de desenvolvimento de cancer (SHAMBERGER; FROST, 1969). No final da década de 60 ja
apareciam evidéncias mostrando que em certas areas geograficas com deficiéncia no consumo
de selénio havia elevadas taxas de mortalidade por cancer (SANMARTIN; PLANO; PALOP,
2008; SCHRAUZER; WHITE; SCHNEIDER, 1977; SHAMBERGER; FROST, 1969).

Em doses farmacoldgicas, os efeitos anticarcinogénicos do selénio parecem estar
associados principalmente a acao de selenoenzimas na reducéo do dano ao DNA e melhora da
resposta antioxidante e imune (FLEMING; GHOSE; HARRISON, 2001; RAYMAN, 2005).
Em doses suprafarmacoldgicas, 0s mecanismos propostos sdo oriundos de diferentes efeitos
como, producdo de radicais livres e oxidacao de tidis, aumento da expressdo da proteina p53,
inativacdo da proteina quinase C, interrupcdo do ciclo celular de células tumorais, inducédo de
apoptose, inibicdo da angiogénese, inducdo da conjugacdo de fase Il que detoxificam
carcindgenos, dentre outros (ALMONDES et al., [s.d.]; LI; TOLLEFSBOL, 2010;
SARVESWARAN et al.,, 2010; ZHUO; DIAMOND, 2009). O selénio também € um
antagonista competitivo de metais pesados potencialmente cancerigenos, como arsénio e
cadmio (KHAN; WANG, 2009).

O metabolismo do selénio a um intermediario monometilado, metilselenol (CH3zSeH), é
presumivelmente necessario para sua atividade anticancerigena. Precursores estaveis, como
Metilselenocisteina (MeSeCys), acido metilseleninico (MSA) ou selenometionina (SeMet), que
podem ser convertidos endogenamente em metilselenol, sdo bons precursores de selénio para a
geracdo deste metabdlito que exibe atividade anticancerigena (SUZUKI; OHTA; SUZUKI,
2006).

Diversos estudos mostram que a suplementacdo com selénio é capaz de prevenir, reduzir
ou inibir o processo de carcinogénese em varios tipos de cancer 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 cancer de prostata (CLARK et al.,
1996; TELISMAN et al., 2007; VOGT et al., 2003). Dados relatados no estudo clinico de
Prevencdo Nutricional do Cancer (NPC) indicaram que a suplementacdo dietética com 200
pg/dia de selénio resultou em uma reducéo de 49% na incidéncia de cancer de prostata (CLARK
et al., 1996). Selenito de sodio e acido metilseleninico (MSA) sdo os dois compostos de selénio
mais estudados para cancer de prostata. Ambos os compostos podem modular (inibir) o receptor
androgeno (AR) e reprimir a producdo de interleucina-6 (IL-6) (GAZI et al., 2007). A
carcinogénese acelerada da prostata foi observada em camundongos transgénicos que
apresentaram biossintese de selenoproteina comprometida (DIWADKAR-NAVSARIWALA et
al., 2006), e o status de selénio mostrou-se inversamente correlacionado com a extenséo do
dano do DNA na prostata em um estudo com cées idosos (WATERS et al., 2004).

Estudos em animais e culturas de células corroboraram com o papel anticancerigeno de
varias selenoenzimas. A expressdo aumentada da GPx-1, bem como a suplementacéo de selénio
protegeram as células de mamiferos contra o dano do DNA induzido por luz ultravioleta (UV)
(BALIGA et al., 2007). A superexpressdo de GPx-4 inibiu o crescimento de tumores sélidos de
ceélulas de fibrossarcoma L929 e aumentou a sensibilidade das células de melanoma B16BL6 a
terapia angio-destrutiva (HEIRMAN et al.,, 2006). CZECZOT e colaboradores (2006)
encontraram uma reducdo na atividade da GPx no carcinoma hepatocelular em comparagéo
com o tecido normal. Essa reducdo pode ter sido responsavel pela intensificacdo da peroxidacao
lipidica e 0 aumento dos produtos finais da peroxidacdo, como o malondialdeido (MDA)
(CZECZOT et al., 2006). Tomados em conjunto, esses achados levaram alguns pesquisadores
a recomendar a suplementagdo com selénio em doses de 50 a 100 pg/dia na profilaxia do cancer.
O selénio também foi recomendado como um adjuvante no tratamento quimioterapico do
cancer em doses de 200 pg/dia (REID et al., 2008).

2.14 Compostos organicos de selénio

O Selénio pode reagir com metais e ganhar elétrons para formar compostos contendo o
fon seleneto (Se?). Também forma compostos covalentes com outras moléculas, como seleneto
de sodio (NazxSe), selenito de sddio (Na:SeOz) e selenato de sodio (NaxSeOs) e inumeros
compostos organicos, que podem ser terapeuticamente efetivos. Dois dos mais pesquisados
compostos organicos sao o Ebselen (2-fenil-1,2-benzisoselenazol-3(2H)-ona) e o disseleneto
de difenila (PhSe), (BARBOSA et al., 2017; FERNANDES; GANDIN, 2015). Varios estudos
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tém demonstrado que o ebselen e o disseleneto de difenila exibem propriedades antioxidante,
antiinflamatdria, anticarcinogénica, antidiabetogénica, 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 estdo ligados com a
capacidade dos mesmos em decompor peroxidos na presenca de tidis, reduzir a peroxidagdo
lipidica 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 organicos de
selénio vém sendo sintetizados e testados como agentes antitumorais nas Gltimas décadas
(SOUZA et al.,, 2015; DUNTAS, 2006; EL-BAYOUMY et al., 1995; FERNANDES;
GANDIN, 2015). A atividade antitumoral dos compostos organicos de selénio é dependente da
sua forma quimica, dosagem e propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas
(SANMARTIN; PLANO; PALOP, 2008). Em geral, 0s compostos organicos contendo selénio
sdo melhor tolerados se comparados aos compostos inorganicos, tais como selenato ou selenito,
0s quais sdo conhecidos por produzir efeitos genotoxicos (NOGUEIRA; ROCHA, 2011). A
atividade anticarcinogénica de muitos compostos organicos tem sido obtida com doses acima
das nutricionalmente requeridas e devido a isso 0S animais experimentais geralmente
desenvolvem dano hepético e perda de peso (EL-BAYOUMY et al., 1995; FERNANDES;
GANDIN, 2015; NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004).

Embora a toxicidade dos compostos organicos de selénio possa variar
consideravelmente, os mecanismos envolvidos sdo muito semelhantes. Estudos tem mostrado
que tratamentos cronicos ou agudos com altas doses de disseleneto de difenila por exemplo,
promovem a inibigdo de enzimas sulfidrilicas como a 3-ALA-D que esta envolvida na sintese
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 deplecao de tidis e a producdo
de espécies reativas sdo efeitos bem pontuados na acdo toxica de varios compostos de selénio
(NOGUEIRA; ROCHA, 2011), que em conjunto caracterizam a atividade pro-oxidante dos

mesmaos.
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2.15 Compostos organicos de selénio derivados do AZT

Uma série de compostos organicos contendo elementos calcogénios tem sido sintetizados
a partir do AZT. Esta estratégia tem sido adotada por Souza e colaboradores, a fim de adicionar
um caréter antioxidante ao prototipo AZT e potencializar sua agdo farmacoldgica. Os carbonos
3’ ¢ 5’ do anel de ribose do AZT sao geralmente escolhidos para as substituigdes. A figura

abaixo ilustra alguns destes derivados contendo Selénio, Telurio e Enxofre.

2 (s}
NH .

: | 1 eq NaBH, NH

(a0 NS0 Ar=Y, U
. N~ 0

0 boArsYk - o
THF/EtOH, rt, N»
N3 1 NE 3
Y = 8§, Se, Te

Ar= Aryl

Yiahd: S8%

Yield: 40°%

Figura 8: Sintese de organocalcogénios derivados do AZT: Os compostos foram sintetizados
com adicdo de tetraidrofurano, etanol, boroidreto de s6dio (NaBHs) e mesilato. Apds a
conclusdo da reagdo, a mistura foi extraida 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 (39);
5'-(4-Clorofenilseleno)zidovudina (3h);
5'-(((4-Metilfenil)carbonil)seleno)zidovudina (3i);
5'-(Feniltio)zidovudina (3));
5’-(Fenilteluro)zidovudina (3k).

Neste protocolo de sintese, Souza e colaboradores realizaram a substituicdo no carbono
5' do anel de ribose do AZT, pelo fato do grupamento OH, juntamente com o grupo azida do
carbono 3’, serem passiveis de manipulacdo, atraveés de uma série de diferentes reaces. Na
primeira etapa foi realizada a reacdo de mesilacdo para obter um bom grupo de saida. Na etapa
seguinte foi realizada a reacdo de substituicdo pelo nucleéfilo de Selénio. No processo de
sintese também foi avaliada a natureza eletrénica dos substituintes no anel aromético, como
grupos doadores de elétrons (metil) e retiradores (cloro). A presenca desses substituintes pode
alterar o rendimento final dos compostos, teoricamente os substituintes doadores de elétrons
apresentam melhores rendimentos porque aumentam a nucleofilicidade do nucleéfilo de
selénio, enquanto que o0s retiradores tem menor rendimento porque diminuem a
nucleofilicidade. Isso explica a escolha por estes substituintes.

Trés destas moléculas sintetizadas por Souza e colaboradores, se destacaram por
apresentar atividade antioxidante (tiol-like e antiperoxidacéo lipidica) e antitumoral em células
de cancer de bexiga humano. As caracteristicas dos compostos estdo descritas abaixo:

SZ1: 5°-Se-(4-clorofenil)zidovudina (3h). 1H NMR (CDCI13, 400 MHz) 6=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
(CDCI3, 100 MHz) 6 = 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 fisico: 6leo amarelo. Rendimento: 67%. Pureza: 97.5%.

SZ2: 5°-Se-(Fenil)zidovudina (3a). 1H NMR (CDCI3, 400 MHz) 6= 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 (CDCI3, 100 MHz) 6 = 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 fisico: 6leo amarelo.
Rendimento: 55%. Pureza: 98.8%.
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SZ3: 5°-Se-(4-metilfenil)zidovudina (3b). 1H NMR (CDCI3, 400 MHz) 6= 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 (CDCI3, 100 MHz) 6 =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 fisico: 6leo amarelo. Rendimento: 58%.
Pureza: 96.2%.

2.16 Células sanguineas como modelo experimental em pesquisas toxicoldgicas

As células sanguineas sdo essenciais na homeostase de todos os tecidos, exercendo
funcBes especificas, como por exemplo o transporte de gases, exercido pelos eritrocitos; a
defesa do organismo contra microorganismos e agentes invasores, executado pelos leucocitos
e 0 processo de coagulacdo sanguinea, que tem as plaquetas como componente fundamental
(SANTOS et al., 2009).

O sangue humano constitui uma fonte simples de varios tipos celulares com
propriedades estruturais e metabodlicas peculiares, que o tornam um tecido-alvo para estudos
farmacoldgicos e toxicoldgicos, biomonitoramento de intoxicagdes ocupacionais e de doengas
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 eritrécitos de sangue humano sdo frequentemente utilizados como modelo celular
primario para estudos toxicoldgicos/farmacoldgicos in vitro. Os efeitos observados nas células
mononucleares, principalmente a nivel de expressdo génica, poderiam ser comparaveis aos dos
orgdos alvo de muitos compostos, uma vez que aproximadamente 80% da expressdo génica é
compartilhada entre eles (LIEW et al., 2006). Outra grande vantagem do uso de células
mononucleares € o biomonitoramento da genotoxicidade em humanos, ja que sdo obtidas em
grandes quantidades e estdo quase todas na mesma fase do ciclo celular (VISSERS et al., 2013).

As células mononucleares podem ser extraidas de sangue total usando Ficoll, um
polissacarideo hidrofilico que separa os constituintes do sangue pela diferenca de densidade
(POSEL et al., 2012). A separagdo ocorre de maneira que estas células localizem-se entre os
eritrocitos e células polimorfonucleares na parte inferior (neutréfilos, eosindfilos, basofilos) e
0 plasma na parte superior. As PBMCs incluem linfdcitos (células T, células B e células NK),
mondcitos e celulas dendriticas. Nos seres humanos, as freqliéncias dessas popula¢fes variam

em todos os individuos, mas tipicamente, os linfocitos estdo na faixa de 70-90%, monadcitos de
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10 a 20%, enquanto que as células dendriticas sdo raras, representando apenas 1-2%
(CORKUM et al., 2015; ZHANG; HUANG, 2012). As frequéncias de tipos de células dentro
da populacgéo de linfocitos incluem 70-85% de células T CD3+, 5-10% de células B e 5-20%
de células NK sendo que os linfocitos CD3+ sdo compostos por células T CD4+ e CD8+,
aproximadamente na proporcao de 2: 1 (ZHANG; HUANG, 2012).

Apos a ativacdo, o subconjunto de células T CD4+ pode se desenvolver em varios
subconjuntos de células efetoras, auxiliares foliculares e diferentes tipos de células reguladoras
(KANSAS; WOOD; TEDDER, 1991). De acordo com o padréo de citocinas que expressam, oS
linfocitos T auxiliar podem ser divididos em Thl, Th2, Th9, Thl7, Th22 e Th folicular
(ZHANG; HUANG, 2012). As células Thl produzem as citocinas TNF-a, IFN-y e IL-2,
promovendo assim a imunidade protetora contra agentes patogénicos intracelulares por
ativacdo de macrofagos e regulacdo positiva de iINOS (6xido nitrico sintase). As células Th2
caracterizam-se pela producdo de IL-4, IL-10, IL-6, IL-5 e IL-13, podendo promover respostas
imunitarias humorais e a defesa do hospedeiro contra parasitas extracelulares, além de também
potencializar respostas alérgicas e asma (KI'YOMI et al., 2015). As citocinas Th9 séo expressas
em lesGes periapicais, onde contribuem para a estabilidade da lesdo. A I1L-9 (o principal produto
Th9) foi descrita como uma citocina pleiotropica, cuja atividade pré ou anti-inflamatéria 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 superficies mucosas e também podem desencadear
doencas auto-imunes e inflamatdrias, como esclerose maltipla, psoriase, diabetes juvenil, artrite
reumatoide e doenca de Crohn (ZHANG; HUANG, 2012). As células Th22 sdo caracterizadas
pela secrecdo de IL-22 e seu papel na defesa do hospedeiro ainda ndo esta claro. As células Tfth
(auxiliares foliculares) que secretam IL-21 e uma série de outras citocinas Th, estdo envolvidas
na promocdo das respostas do centro germinal e fornecem ajuda para a troca de classes de
celulas 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 pro ou anti-inflamatdrios, de modo que cada citocina pode atuar, inclusive, na regulagéo
da producéo de outras moléculas pertencentes a mesma classe (KIYOMI et al., 2015). Dessa
forma, por desempenhar um papel importante na regulacdo da funcdo imune, as PBMCs séo
muito utilizadas também na investigacdo de mecanismos envolvidos em desordens immuno-

inflamatdrias e na pesquisa com agentes com potencial anti-inflamatorio.
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Além das PBMCs, os eritrécitos também sdo muito utilizados em pesquisas
toxicoldgicas. S&o células sanguineas altamente vulneraveis a agdo de agentes oxidantes por
conter altas concentracdes de acidos graxos poliinsaturados, oxigénio molecular e ions ferrosos
(FARAG; ALAGAWANY, 2018). Como resposta compensatoria a alta susceptibilidade aos
insultos oxidantes, os eritrocitos sdo dotados de um eficiente sistema antioxidante
citoplasmatico representado principalmente pelas enzimas catalase (CAT), superoxido
dismutase (SOD), GPx e uma alta quantidade de GSH (FARAG; ALAGAWANY, 2018).
Parametros de peroxidacdo lipidica, deplecdo de GSH celular e alteracGes na integridade
estrutural sdo frequentemente investigadas nessas células apds exposicdo a xenobioticos
(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 infecgdes virais e cancer destacam-se os resultados
animadores que vém sendo obtidos em varios trabalhos experimentais, em termos de eficacia e
seguranca, com compostos derivados de nucleosideos. A modificacdo estrutural de
nucleosideos ja utilizados na clinica para diversas doencas tem gerado moléculas promissoras,
principalmente por serem mais toleraveis que as drogas originais em diferentes modelos in vivo.
Neste cenério, destaca-se 0 AZT cujo os efeitos toxicos tém levado ao abandono do seu uso em
muitos casos. No entanto, embora toxico, sua eficdcia farmacologica como droga
anticarcinogénica e antirretroviral € indiscutivel e por isso, a modifica¢do estrutural € uma
estratégia que vem sendo adotada por varios grupos de pesquisa em busca da otimizacdo da
molécula. A fosfazida pode ser considerada um exemplo bem sucedido dessa estratégia, um
farmaco derivado do AZT que apresenta algumas vantagens em relacdo ao mesmo e por isso
estd sendo utilizada para o tratamento do HIV. No entanto, existem ainda poucas moléculas
com este perfil de efeitos e que tenham alcancado destaque clinico, fato mandatério para o
desenvolvimento de pesquisas voltadas para a triagem de compostos que exibam propriedades
analogas ao AZT em células alvo da droga. Com este objetivo, iniciamos uma pesquisa mais
detalhada com trés novos analogos do AZT contendo selénio, uma vez que esses compostos ja
haviam sido apontados em um estudo prévio como anti-carcinogénicos; mas ndo tinham sido
testados ainda com maior precisdo em células normais e in vivo. A insercdo de selénio nessas
moléculas foi pensada em termos terapéuticos devido a importancia biolégica do elemento para
varios processos celulares e no destaque que muitos compostos organicos de selénio vem
recebendo como promissores terapéuticos em varios modelos de patologias humanas.

Além de conter células alvo ao AZT e ao HIV, a escolha por células sanguineas como
base deste estudo também se deve as varias vantagens que esse sistema apresenta para
investigacGes de cunho toxicoldgico e/ou farmacoldgico. Alteragcbes morfologicas, enziméticas,
parametros citotoxicos e genotdxicos podem ser realizadas atraves de metodologias eficazes,
relativamente simples e de baixo custo. Considerando todos os aspectos abordados, nosso
estudo foi delineado para primeiramente averiguar 0s possiveis efeitos toxicos induzidos pelas
novas moléculas analogas ao AZT in vitro e in situ, resultados que fornecerdo importantes
informagdes para a escolha efetiva daquelas que possam ser promissoras em modelos de cancer

e infeccgdes virais e in vivo.



55

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Investigar e comparar a toxicidade dos organocalcogénios derivados do AZT: 5’-(4-
Clorofenilseleno)zidovudina  (SZ1), 5’-(Fenilseleno)zidovudina  (SZ2) e 5’-(4-
Metilfenilseleno)zidovudina (SZ3) em células sanguineas e em camundongos, a fim de
selecionar compostos potencialmente seguros do ponto de vista toxicolégico para serem

testados futuramente em modelos de doencgas onde o AZT é usado como droga de escolha.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em células mononucleares quiescentes e estimuladas e em eritrocitos:

1. Investigar o efeito da exposi¢do ao AZT e derivados sobre a viabilidade celular,

2. Através da determinacdo dos niveis de espécies reativas, de tidis, de peroxidacdo
lipidica e da atividade de enzimas sulfidrilicas, verificar a participacdo do estresse oxidativo
nos efeitos induzidos pelo AZT e derivados,

3. Avaliar o perfil do ciclo celular e o percentual de células apoptoticas apds a exposicdo
ao AZT e derivados;

4. Determinar os niveis e expressao das citocinas Thl/Th2/Th17 (Interleucina 2/I1L-2,
IL-4, IL-10, IL-17A, TNFa (Fator de Necrose Tumoral-a) e IFN-y (Interferon-gama) apos a
exposi¢ao;

5. Avaliar a expressdo de RNAm de genes relacionados com vias apoptéticas (Caspase
3, Caspase 6, BAX, BAD, Bcl-2, p53) e imuno-inflamatoria (Fator de Transcricdo Nuclear/NF-
kB; IL-2, IL-6, IL-10, TNFa e IFN-y) apds a exposicéo;

Em camundongos adultos:
1. Avaliar sinais clinicos de toxicidade associados com a exposi¢cdo aguda ao AZT e
derivados (dose unica de 100umol/Kg),
2. Através da medida de marcadores sericos, avaliar a funcdo hepatica e renal dos

animais ap0s a exposicao.
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5 ARTIGOS CIENTIFICOS

Os resultados desta tese estdo dispostos na forma de um artigo cientifico publicado na
revista “Toxicological Sciences” e um manuscrito submetido para publica¢dao na “Journal of
Trace Elements in Medicine and Biology”. Os itens referentes a materiais e métodos, resultados,
discussao e referéncias bibliograficas encontram-se nos proprios artigo e manuscrito. O artigo

esta disposto na forma como foi publicado. O manuscrito esta na forma como foi submetido.
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ABSTRACT

Considering a novel series of zidovudine (AZT) derivatives encompassing selenocaryl moieties promising candidates as
therapeutics, we examined the toxicities elicited by AZT and derivatives 5'-(4-Chlorophenylseleno)zidovudine (SZ1);
5'-(Phenylselenc)zidovudine (5Z2); and 5 -(4-Methylphenylseleno)zidovudine (523} in healthy cells and in mice. Resting
and stimulated cultured human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were treated with the compounds at
concentrations ranging from 10 to 200 pM for 24 and/or 72 h. Adult mice received a single injection of compounds

(100 umol/kg, s.c.) and 72 h after administration, hepatic/renal biomarkers were analyzed. Resting and stimulated PBMCs
exposed to SZ1 displayed loss of viability, increased reactive species production, disruption in cell cycle, apoptosis and
increased transcript levels and production of pro-inflammatory cytokines. In a mild way, most of these effects were also
induced by SZ2. AZT and SZ3 did not cause significant toxicity towards resting PBMCs. Differently, both compounds elicited
apoptosis and S phase arrest in stimulated cells. AZT and derivatives administration did not change the body weight and
plasma biochemical markers in mice. However, the absolute weight and organ-to-body weight ratio of liver, kidneys and
spleen were altered in AZT, §Z1-, and SZ2-treated mice. Our results highlighted the involvement of derivatives SZ1 and 572
in redox and immunological dyshomeostasis leading to activation of apoptotic signaling pathways in healthy cells under
different division phases. On the other hand, the derivative SZ3 emerged as a promising candidate for further viral
infection/antitumor studies as a new effective therapy with low toxicity for immune cells and after acute in vive treatment.

Key words: nucleosides; zidovudine; selenium; mononuclear cells; apoptosis.

Therapeutic nucleosides play a crucial rcle in the current treat- reverse transcriptase (RT) (Arts and Hazuda, 2012; Kukhanova,
ment of human immune deficiency virus (HIV) infection by 2012). Nucleoside reverse transcriptase inhibitors (NRTIs) are
blocking viral complement DNA synthesis carried out by viral critical for HIV treatment and consist in an important part of

© The Author 2017, Published by Oxford University Press on behalf of the Society of Toxicology.
All rights reserved. For Permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com
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the highly active antiretroviral therapy (HAART) (Kukhanova,
2012). Commonly, the HAART is composed by 3'-Azido-3'-
deoxythymidine (AZT or zidovudine), the first NTRI clinically
and successfully approved for the treatment of HIV
(Khandazhinskaya et al., 2010) Besides its potent antiretroviral
effect, AZT has an important role as first-line therapy in sev-
eral virus-associated human cancers, including Epstein-Barr
virus-associated B-cell lymphoma (Abdulkarim and Bourhis,
2001; Gomez et al.,, 2012). In the therapeutic Guidelines from
Brazil, AZT was recently recommended as first-line treatment
for cases of T-cell lymphotropic virus type I (HTLV)-I-associ-
ated adult T-cell leukemia/lymphoma (CONITEC, Brazilian
Ministry of Health, 2015).

The long-term usage of AZT for HIV treatment has been cor-
related with severe toxic side effects and acquirement of drug
resistance. Bone marrow suppression, myopathy, lactic acidosis
and hepatic abnormalities are frequently diagnosed in subjects
under AZT-based therapy (Richman et al., 1987; Gelmon et al,,
1989; Chariot et al., 1999). Additionally, some sub optimal phar-
macokinetic properties such as low therapeutic index, short
half-life in blood, and low blood-brain barrier permeability con-
tribute considerably for AZT toxicity, since higher doses are re-
quired to maintain the drug therapeutic levels (Turk et al, 2002).

A variety of AZT derivatives with distinct structural changes
and biological properties have been synthesized in an attempt
to circumvent the undesirable side effects of the parent com-
pound and increase the therapeutic efficacy toward HIV and dif-
ferent types of cancer (Khandazhinskaya et al., 2010; Migianu
et al.,, 2005; Tan et al., 1999; Vasilyeva et al., 2015). Unfortunately,
only few of these compounds have evolved into approved drugs,
for instance, AZT 5-H-phosphonate (phosphazide, Nikavir) for
prevention and treatment of HIV infection (Yurin et al.,, 2001)
and the nucleosides derivatives decitabine (Gore et al.,, 2006},
clofarabine (Bonate et al., 2006), and 5-azacytidine (Issa et al.,
2005), approved for the treatment of leukemic and myelodyspla-
sic syndromes.

Recently, Souza and collaborators developed and evaluated the
bioactivities of a novel class of compounds derived from zidovu-
dine containing selenium (Se), tellurium (Te), and sulfur (S), called
chalcogenozidovudines. Among them, the authors highlighted the
prominent efficacy of 3 Se-derivatives as antitumcral agents
against human bladder carcinoma cells, namely 5'-4-
Chlorophenylselenc)zidovudine (SZ1); 5'-(Phenylseleno)zidovudine
(5Z2) and 5'-(4-Methylphenylseleno)zidovudine (SZ3) (Souza et al,
2015). The addition of Se moieties alsoc conferred to some AZT
derivatives thiol peroxidase-like activity. Subsequently, the toxic
effects of these molecules were evaluated in an in vitro model of
acute exposure with freshly isolated human total leukocytes
(Mariano et al, 2016). Cell viability was determined by trypan blue
exclusion and genotoxicity was evaluated by comet assay. At low
(5-25 pM) and moderate concentrations (50-75 pM), only SZ3
caused cell toxicity. At high concentrations (100-200 uM), SZ1, SZ2,
and SZ3 derivatives decreased leukocytes viability.

Although the short-term exposure methodology can give
some insight into the gross toxicity of prototypal chemical com-
pounds, it does not allow refined study of the molecular and
biochemical processes which can underlie the toxicity of phar-
macological agents. Considering the chalcogenozidovudines
promising candidates for future studies on viral/cancer dis-
eases, here more accurate battery of methodologies were per-
formed to analyze and compare the potential toxicities elicited
by AZT and Se-derivatives. By flow cytometry and gene expres-
sion profile we evaluated the effects of AZT and derivatives on
cell wviability, oxidative stress/inflammatory events and
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Figure 1. Chemical structures of AZT and Se-derivatives.

apoptosis in cultured peripheral blood monenuclear cells (PBMCs)
from healthy donors. Besides, some gross morphological (body
and organs weight, and organ-to-body weight ratio) and biochemi-
cal parameters were evaluated as end-points of toxicity in mice
acutely treated with the chalcogenozivudine compounds.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals

Ficoll-Paque (1.077), RPMI-1640 medium, fetal bovine serum (FBS),
penicillin/streptomycin, dihydrorhodamine-123 (DHR-123), triton
X-100, methylthiazolyldiphenyl-tetrazclium bromide (MTT), di-
methyl sulfoxide (DMSO), propidium iodide (PI), agarose, ethidium
bromide sclution and the primers used for RT-qPCR analysis were
purchased from Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri). DNase I, Alexa
Fluor 488-conjugated annexin V kit, TRIZOL reagent and DNase-
free RNase were purchased from Invitrogen (Carlsbad, California).
iScrip cDNA Synthesis Kit was purchased from Bio-Rad (Hercules,
California). Lactate dehydrogenase (LDH) assay kit was acquired
from Lebtest (Minas Gerais, Brazil). The CBA Human Th1/Th%/
Th17 Cytokine Kit was acquired from BD (Franklin Lakes, Nova
Jersey) (catalog no. 560434CBA).

Synthesis of Chalcogenozidovudine Derivatives

The synthesis of compounds was performed from commercially
available nucleoside 3'-azido-3'-deoxythymidine (AZT or zidovu-
dine), as previously reported by Souza et al. (2015). The synthe-
sized derivatives received additional phenyl-seleno- substitutions
at 5 position of AZT molecule, resulting in the chalcogenozidovu-
dine derivatives 5'-(4-Chlorophenylseleno)zidovudine (SZ1), 5'-
(Phenylselenc)zidovudine (SZ2), and 5'-{4-Methylphenylseleno)
zidovudine (SZ3). Details of synthetic schemes and chemistry
characteristics of compounds have already been previcusly de-
scribed (Souza et al., 2015). Chemical structures of AZT and Se-
derivatives are shown in Figure 1.

Blood Samples

Blood samples were obtained from healthy adult veolunteers.
Eligibility criteria included age between 20 and 40 years; no alco-
hol abuse or drug dependence, no exposure to nicotine, no diag-
nosis of acute or chronic comorbidities and no drug treatment



Table 1. Oligonucleotide Sequences Used for RT-qPCR Analysis
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Gene Gene bank Direction Primer Sequence Annealing Temperature MgCl,

GAPDH NM_001256799.2 Foward 5'-TTCGTCATGGGTGTGAACC-3 60°C 3.0mM
Reverse 5-AGTTGTCATGGATGACCTTGG-3'

BAD NM_004322.3 Foward 5-TGAACCAGAGTTGTGCTTGTCT-3' 59°C 3.0mM
Reverse 5'-CCACATCTACCATTCCTTCCTT-3'

BAX NM_001251428.1 Foward 5-TAACATGGAGCTGCAGAGGA-3' 58°C 3.0mM
Reverse 5-CAGTTTGCTGGCAAAGTAGAAA-3

Bcl-2 NM_000633.2 Foward 5-AAAGATCCGAAAGGAATTGGA-3 58°C 3.0mM
Reverse 5 -TGTGCTTTGCATTCTTGGAC-3'

CASP3 NM_004346.3 Foward 5-GAACTGGACTGTGGCATTGA-3' 58°C 3.0mM
Reverse 5-CCTTTGAATTTCGCCAAGAA-3'

CASP9 NM_001229.4 Foward 5'-ACCAGAGATTCGCAAACCAG-3' 58°C 1.5mM
Reverse 5-TCACCAAATCCTCCAGAACC-3

NF-xB NM_001077494.3 Foward 5'-CAGCTGGCTGAAGATGTGAA-3 59°C 3.0mM
Reverse 5-GTGTTTTGGAAGGAGCAGGA-3'

p53 NM_000701.7 Foward 5'-AAAGTCTAGAGCCACCGTCCA -3 58C 1.5mM
Reverse 5'-CAGTCTGGCTGCCAATCCA -3

IL-2 NM_000637.3 Foward 5-CTGCGAGCATTTACTGCTGGATTT-% 58=C 3.0mM
Reverse 5-TGTTTCAGTTCTGTGGCCTTCT-3

IL-6 NM_000250.1 Foward 5'-ACCCCCAATAAATATAGGACTGGA-3 60°C 3.0mM
Reverse 5-CGAAGGCGCTTGTGGAGA-3

IL-10 NM_000454.4 Foward 5 -CGAGATGCCTTCAGCAGAGT-3 60°C 3.0mM
Reverse 5'-GGCAACCCAGGTAACCCTTA-3

TNF-z NM_000636.3 Foward 5'-GTTGTAGCAAACCCTCAAGCTG-3' 60°C 3.0mM
Reverse 5-TATCTCTCAGCTCCACGCCA-3

INF-7 NM_001752.3 Foward 5-CAGGTCATTCAGATGTAGCGGA-3 60°C 3.0mM
Reverse 5-TGTCACTCTCCTCTTTCCAATTCT-3'

The gene-specific primer sequences were based on published sequences in GenBank Overview. Primers were designed using Primer3 program version 0.4.0. The spe-
cific annealing temperature and MgCl; concentration used for amplification were optimized for each primer.

within 30 days before the experiments. The protocol used was
conducted following the principles expressed in Declaration of
Helsinki, after supervision and specific approval by the
Research Ethics Committee of Federal University of Santa Maria
(CEP UFSM—Conselho de Ftica em Pesquisa da Universidade
Federal de Santa Maria—Santa Maria, RS, Brazil, number
0089.0.243.000-07). All subjects were properly instructed and
provided a personal written informed consent to the experi-
mental protocol before participating in the study.

Cell Culture and Treatments

Fresh PBMCs were isolated from blood of individual donors and
subsequently used in the experiments. In order to obtain cells
for all assays, 6 different subjects were selected for the study,
and more than 1 collection was carried out in the same donor at
different days of sampling. Afterwards, the fresh isolated cells
were prepared using the blood obtained from individual donors
(the samples of different donors were not pooled). Briefly,
PBMCs were isolated from EDTA-treated peripheral blood by a
density gradient centrifugation according to the standard tech-
nique of Ficoll-Pague (1.077), following previously published
procedures (Posel et al., 2012). Resting cells were cultured for
24 or 72 h at concentration of 1 x 10%ml in RPMI-1640 medium
supplemented with 10% FBS, penicillin (1001U) and streptomy-
cin (100 pg/ml). During the treatments, cells were maintained at
37°C in humidified atmosphere in the presence of 5% CO..
Before, cells were counted with a Neubauer chamber and plated
into a culture medium containing 10, 25, 50, 100, and 200 pM of
AZT and Se-derivatives. Control cells were incubated only with
medium. A DMSQO control group (0.5%) was included as negative
control (solvent of the compounds). The lowest concentration of
AZT used in the assays reflects the steady-state plasma peak

concentration observed in patients under antiretroviral regimen
(Matteucci, 2009). Cells were monitored periodically for myco-
plasma contamination. The quality of resting PBMCs isolation
was assessed to determine the percentages of contaminating
granulocytes and red blood cells (RBCs). On average, PBMCs iso-
lation by Ficoll gradient contained insignificant numbers of
granulocytes and RBCs. The percentages of CD3+ T cells, CD19+
B cells, and CD14| monocytes within the PBMCs populations
were not determined.

In order to compare the effects of AZT and Se-derivatives on
proliferating and non-proliferating cells, we also performed
some key experiments with PBMCs stimulated with the mitogen
phytohemaglutinin (PHA). Fresh PBMCs were placed in a me-
dium supplemented with PHA (5 pg/ml) and in the log-phase of
growth, they were exposed to AZT and Se-derivatives. PHA-
stimulated PBMCs were treated with the different compounds
for 72h under the same conditions cited above for resting cells,
Cell viability, apoptosis rate, reactive species levels, cell cycle,
and BAX/Bc-2mRNA expression were the specific parameters
evaluated in stimulated PBMCs.

Cell Viability Measurement

Cell viability was evaluated by 3 different protoccls: tetrazolium
dye colorimetric assay (MTT), PI staining and LDH activity
determination. For each test, 200 ul of the cell suspension (2 x
10° cells/well) was incubated in 96-well plates containing AZT
and Se-derivatives at final concentrations of 10, 25, 50, 100, and
200 uM for 24 and 72 h.

MTT assay. MTT assay was based on the enzymatic reduction of
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazclium bromide
(MTT) to form formazan crystal by cellular dehydrogenase
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Figure 2. Viability of resting PBMCs exposed to AZT and Se-derivatives for 24 and 72h. Cell viability by (A) MTT reduction, (B) PI incorperation and (C) LDH activity was
measured as described in “Materials and Methods” Section. (D) Representative images of histograms fluorescence peaks in control, AZT and Se-derivatives (200 uM)
stained with PI. Results from MTT assay are expressed as % of control, PI staining as % of stained cells and LDH activity as U/L of enzyme detected in the culture me-
dium. Data represent the mean + SEM of 3 independent experiments carried out in triplicate. “p < .05 indicates statistical difference from control by One-Way ANOVA

followed by Bonferroni test.

enzymes in metabolically active cells (Babot et al., 2005). Briefly,
20ul of MTT (dissolved in PBS 1%) was added in each sample
and incubated for 2h at 37 °C in 5% CO, atmosphere. Cells werte
incubated in the dark to avoid unexpected phototoxicity.
Subsequently, plates were centrifuged at 500x g for 10 min and
the supernatant was removed by aspiration. Formazan crystals
were dissolved with 200ul DMSO and the spectrophotometric
absorbance of solution was recorded at 570nm using a micro-
plate reader. Cell viability was assessed as the percentage of in-
hibition in relation to the control. Absorbance of control cells
was assumed as 100%.

PI staining. PI staining was measured by flow cytometry analysis.
This dye is able to enter into PBMCs with compromised cell
membranes, binding to the double-stranded DNA/RNA.
Cultured cells were collected from microplates and washed
twice in PBS buffer before staining with 3 uM of PI for 30 min.
Afterwards, cell samples were immediately analyzed by flow cy-
tometry (BD Accuri). Fluorescence intensity was collected in the

FL-3 channel (630/30nm). One hundred thousand events were
acquired for each sample and the results were expressed as %
of stained cells.

LDH activity. The release of cytosolic enzyme LDH in the culture
medium from cells was used as parameter of plasma membrane
damage. The nicotinamide adenine dinucleotide (NADH) pro-
duced by enzyme after oxidation of lactate to pyruvate was col-
orimetrically quantified by standard spectroscopy following the
protocol recommended by the manufacturer. The results were
expressed as Units of LDH per liter of sample (U/L).

Determination of Reactive Species (RS)

RS levels in PBMCs were determined by established assay of
dihydrorhodamine-123 (DHR-123) staining, following Royall and
Ischiropoulos (1993). DHR-123 readily diffuses across cell mem-
branes and is efficiently oxidized by RS to form the fluorescent
cationic and lipophilic probe rhodamine 123 (Rho-123) (Yazdani,
2015). Briefly, isolated PBMCs were seeded at 2 x 10° cells per
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Figure 3. RS levels in resting PBMCs exposed to AZT and Se-derivalives for 24 and 72h. RS production analysis was performed by flow cytometry using the probe
DHR123. (A} The mean of Rhol23-fluorescence was recorded in FL1 channel. Results are expressed as % of control and represent the mean = SEM of 3 independent

experiments carried out in triplicate, 100000 events were acquired and analyzed. "p = 05 indicates statistical difference from control by One-Way ANOVA followed by

Bonferroni test. (B) Representative images of histogram fluorescence peaks from control, AZT and Se-derivatives (200 pM) for DHR-123 staining.

well inte 96-well plates with AZT and Se-derivatives at final
concentrations of 10, 25, 50, 100, and 200 pM for 24 and 72h.
Afterwards, cells were incubated with DHR-123 in the dark for
30 min. Then, cells were washed with PBS and immediately sub-
jected to flow cytometry analysis (BD accuri). Green fluores-
cence intensity was collected in the FL-1 channel (530/30nm,
standard FITC filter set), and a fluorescence histogram was plot-
ted for each sample. Rho-123 flucrescence intensity was propor-
tional to the concentration of RS generated in PBMCs. A life-gate
based on forward scatter (FSC) and side scatter (SSC) parameters
was made to analyze only PBMCs and exclude cell debris and
remaining granulocytes. One hundred thousand events were
collected for each sample.

Cell Size and Granularity

Digital signals of FSC and SSC were also recorded for further
analysis of cell size and granularity, respectively, and to esti-
mate the percentage of cells undergoing apoptosis. One hun-
dred thousand events were acquired for each sample.

Apoptosis/Necrosis Analysis

Cell apoptosis and necrosis indexes were detected with Alexa
Fluor 488-conjugated annexin V kit, using annexin V to measure
one of the earliest features of apoptosis, the plasma membrane

phosphatidylserine {PS) translocation from the inner to the
outer leaflet. Since this assay is usually combined with PI to
concurrently assess membrane integrity, this method is able to
distinguish early apoptotic cells from late apoptotic or necrotic
ones. The harvested cells were adjusted to the concentration of
1 x 10%ml and then treated with 10, 25, 50, 100, and 200 uM of
AZT and Se-derivatives for 72 h. Afterwards, 200 ul of suspen-
sion (2 % 10° cells) were stained with PI solution (1.5 uM) and
FITC-conjugated annexin V, according to the manufacturer’s
directions. Signals generated by annexin V and FI were ana-
lyzed immediately on flow cytometer using FL1 and FL3 chan-
nels. PBMCs stained positively with Annexin V-FITC but
remaining impermeable to PI (AV+/PI-) were regarded as early
apoptotic cells. PBMCs stained double positively with annexin
V and PI (AV{/PI+) were regarded as late apoptotic cells,
PBMCs stained positively only with PI were considered as ne-
crotic cells (AV-/PI+). Appropriate fluorescence compensation
was manually set for FL1 (annexin) and FL3 channel (PI) to
avoid signal overlap. Fifty thousand events were acquired for
each sample.

Analysis of Cell Cycle Distribution by PI Staining
Cell cycle analyses were carried out according to William-
Faltzos et al. (2006), with minor modifications., PBMCs were
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Figure 4. Cell size and granularity of resting PBMCs exposed to AZT and Se-derivatives for 24 and 72 h, (A) Region of interest was selected based on scattering profile of
control samples lo include single and viable cell populalions (blue area; representalive piclures). The dala are contour plots of (B) FSC light, indicaling cell size and (C)
SSC light indicating cell granularity. Cell debris and remaining granulocytes were excluded of analysis (red area). 100000 events were acquired and analyzed by flow cy-
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cal difference from control group by One-Way ANOVA followed by Bonferroni test.

seeded at 2 x 10° cells per well into 96-well plates containing
AZT and Se-derivatives at final concentrations of 10, 25, 50, 100,
and 200 pM for 72 h. Afterwards, cells were harvested, washed
with PBS and fixed with 1ml of cold 70% ethanol for 24h at
—20°C. Cells were then centrifuged at 500 x g for 10 min and
washed once with PBS. Then, cells were resuspended in 200 pl
of a labeling solution (1% PBS containing 30 uM PI, 200 pg/ml
DNase-free RNase and 0.1% Triton-X) for 30min in the dark.
Subsequently, cell cycle profile was analyzed by flow cytometry
using FL2 channel to estimate the percentage of cells in Gy/G,, S,
and G/M phases. The percentage of hypodiploid cells to the left
of Gy/Gypeak (sub-Gy/G,) was taken as percentage of apoptotic
cells. One hundred thousand events were acquired for each
sample.

Analysis of mRNA Expression by RT-qPCR (Quantitative Reverse
Transcription PCR)

PBMCs were grown for 72h at a density of 1 x 10° cells/well in a
12-well plate containing AZT and Se-derivatives at final concen-
trations of 10, 25, 50, 100, and 200 uM for 72 h. A total of 3 x 10°
cells were used for RNA extraction in each control and treated
group. Following treatments, cells were centrifuged at 500 x g

for 10 min and the supernatant was aspirated. The resulting pel-
let was washed once with PBS and the RNA was extracted using
TRIZOL reagent according to the manufacturer’s instructions.
The purity and yield of total RNA were determined spectropho-
tometrically using the Nanodrop-1000 spectrophotometer. The
integrity of RNA bands (18 and 28 S) was checked on 1% agarose
gel electrophoresis (w/v) stained with ethidium bromide
(0.5ug/ml) and identified by visualizing the bands of expected
size under UV transilluminator. Later, cells were treated with
DNase I to exclude genomic DNA contamination. According to
the manufacturer’s instructions, cDNA was synthesized from 1
pg DNase I-treated RNA using the Bio-Rad Reverse
Transcriptase. The cDNA aliquots were then utilized in gPCR
reactions. The thermal cycle was carried out using a StepOne
Plus real-time PCR system (Applied Biosystems) as follows: DNA
polymerase was activated at 95°C for 3min, followed by 40
cycles of amplification at 95°C for 15s (denaturing step), 60°C
for 15s (annealing step), and 72"C for 25 s (extension), followed
by a melting curve analysis to control the absence of nonspe-
cific products. Threshold and baselines were manually deter-
mined using the StepOneSoftware v2.3 (Applied Biosystems)
and the CT (cycle threshold) value for each sample was
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Figure 5. Percentage of Annexin V/PI positive resting PBMCs after treatment with AZT and Se-derivatives for 72 h. Apoptotic PBMCs were analyzed using the binding of
Annexin V to PS on the surface of apoptotic cells and PI probe to differentiate the necrotic cells. (A) Histograms of Annexin V/PI negative populations in the bottom left
quadrant (viable cells); Annexin V positive cells in the top left quadrant (early apoptotic cells stained with annexin but still retaining cytoplasmic integrity and exclud-
ing PI); Annexin V/PI positive cells in the top right quadrant (nonviable late apoptotic cells) and PI positive cells in the bottom right quadrant (nonviable necrotic cells/
nuclear fragments with no annexin V binding but PI uptake). The gate was applied in the FSC/SSC dot plot to restrict the analysis to PBMCs only. (B) Percentage of
Annexin V positive cells only (early apoptosis) and annexin V/PI positive cells (late apoptosis/necrosis) within the gated cell populations. Data are presented as mean '
SEM of 3 independent experiments carried out in duplicate. 50000 events were acquired and analyzed by flow cytometry. ‘p = .05 indicates statistical difference from
control group by One-Way ANOVA followed by Bonferroni test.

80- Il Early Apoptosis
[J Late Apoptosis/Necrosis

)

3 60

o

o

£

£ 401 % | [

b7 * *
e

)

2 201

0-
é\'\@o NI SRR AL S PP S PSS
) AZT (uM) SZ1 (uM) SZ2 (M) SZ3 (uM)

Figure 6. Percentage of Annexin V/PI positive PHA-stimulated PBMCs after treatment with AZT and Se-derivatives for 72h. Apoptotic PHA-stimulated PBMCs were ana-
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control group analyzed by One-Way ANOVA followed by Bonferroni test.
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staining in samples treated with RNAsc and Tniton-x 100, as described in “Materals and Methods” Section. (A) Percentual of resting cells in sub-G, phasc (apoptotic
cells with fractional DNA content); Go/Gy phase; S phase; Gz/M phase. (B} Peak histograms with cell numbers in the different phases and apoptotic cells in Sub-G1

100000 events were acquired and analyzed by flow cytometry. Data are presented as mean * SEM of 3 independent experiments carried cut in duplicate.*p - .05 indi-
cates statistical difference from control group by One-Way ANOVA followed by Bonferroni test.

calculated and recorded using 2~**""". The gene-specific primer
sequences were based on published sequences in GenBank
Overview (http//www ncbinlm.nih.gov/genbank/). The pri-
mers were designed using Primer3 program version 0.4.0 (httpy//
frodo.wimitedu/primer3/). The primers used in the present
study are listed in Table 1. GPDH was applied as reference gene.
The levels of gene expression were expressed as ratio of the stan-
dard control group value.

Cytokines Measurement by Cytometric Bead Array

The CBA assay (BD CBA Human Th1/Th2/Thl7 Cytckine Kit)
provides a method for capturing soluble analytes with known
dimensions and fluorescence using flow cytometry. Secreted
cytokines levels were quantified according to the protocol rec-
ommended by the manufacturer. The harvested cells were ad-
justed to a concentration of 6 x 10%/well and treated with AZT
and Se-derivatives at final concentrations of 10, 25, 50, 100, and
200 uM for 72 h. Afterwards, cells were centrifuged at 500 = g for
10min. The supernatant was aspirated and stored in 80°C
freezer to measure cytokines levels. [n brief, 50 ul of PBMCs su-
pernatant or standard sample was used to capture antibody
bead reagent. After incubation at room temperature for 3h in
the dark, cells were washed with 1ml of wash buffer and centri-
fuged at 200 = g for 5min. The fluorescence produced by CBA
beads was measured on a flow cytometer (BD accuri) and ana-
lyzed with its software.

In Vivo Treatment

Animals. Since chalcogenodivudines had relatively low toxicity
n vitro, we determined their acute toxicity in mice. Twenty 2-
month-old male Swiss albino mice (30-40g) were used for
in vivo experiments. The animals were purchased from our own
breeding colony and, then allowed to acclimatize for 2 weeks be-
fore the beginning of the experiments. They were housed in
groups of 4 per cages (30 x 20 x 13cm) on a 12-h light/dark cycle
with free access to focd (Supra, Brazil) and water. The tempera-
ture and relative humidity were controlled at 22°C and 50%, re-
spectively. All procedures used were performed in accordance
with guidelines of the Committee on Care and Use of
Experimental Animal Resources and accepted by the local
Ethical Committee of the UFSM under the number 4622031115.

Treatment, biachemical, and behavior parameters. Mice were ran-
domly separated into 5 groups {n = 4 animals per group), and
subjected to a single subcutaneous injection of 100 pmol/Kg of
AZT or Se-derivatives. The dose used was based in acute treat-
ments conducted with other organoselenium compounds such
as diphenyl diselenide and ebselen (Meotti et al., 2003; Nogueira et
al., 2003). The control group received the vehicle DMSO (1 ml/kg).
After administration, mice were observed individually for 72h for
clinical signs of toxicity such as mortality rate, gross changes in
behavior, piloerection (hair bruising), diarrhea and increased di-
uresis, The gross behavioral parameters of animals were recorded
using closed circuit cameras, Seventy-two hours after the admin-
istration of compounds, the animals were euthanized by
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decapitation and bleod collected by exsanguination. Blood sam-
ples were transferred into heparin-anticoagulant vials and imme-
diately centrifuged at 300 x g for 10min. Plasma was used for
measuring aspartate aminotransferase (AST), alanine amino-
transferase (ALT), LDH, creatinine, urea, alkaline phosphatase
(ALK), and uric acid levels. All samples were analyzed colorimetri-
cally at 340 nm using comrmercial kits according to the manufac-
turer's instructions in triplicate (Labtest Diagnéstica S/A; Minas
Gerais, Brazil). After blood collecticn, liver, kidneys, spleen and
brain were dissected and weighed.

Statistical Analysis

All parameters were analyzed by One-Way ANOVA followed by
Bonferroni test when appropriate, in order to detect significant
differences in measured variables among the groups. p < .05
was considered to indicate a statistically significant difference.
The graphics were made using the GraphPad Prism (GraphPad
Software, San Diego, California, USA).

RESULTS

Cell Viability and Membrane Integrity of AZT and Se-Derivatives
Treated-PBMCs

Results from MTT assay show that resting PBMCs treated with
100 and 200 pM of SZ1 displayed loss of viability after 24h expo-
sure (Figure 24). The toxicity of SZ1 increased after 72 h exposure
and cell viability loss was observed in PBMCs exposed from 10 to
200 uM. In contrast, AZT, S22, and 573 did not decrease resting
PBMCs viability after 24 and 72 h exposure (Figure 2A). The effects
induced by AZT and Se-derivatives in PHA-stimulated cells after
72h exposure tended to be similar to those observed in resting

cells (Supplementary Figure 1A). Accordingly, SZ1 derivative de-
creased the reduction of MTT in all the concentrations tested (10~
200 pM), whereas SZ2 decreased MTT reduction only at 200 pM
{Supplementary Figure 1A).

All tested concentrations of SZ1 induced a significant increase
in Pl incorperation into resting PBMCs after both treatment peri-
ods, indicating cell membrane integrity impairments. Exposure of
resting PBMCs to 10 uM SZ1 increased the PI labeling from 1%
(control cells) to more than 7% after 24 h. The exposure to 100 and
200 pM SZ1 increased the Pl labeling to =80% (Figure 2B). The tox-
icity of SZ2 was much lower than that of SZ1 after 72h exposure.
The labeling of vehicle-treated cells (about 5%) increased to 12%
{100 pM} and 21% (200 pM) in the presence of 5Z2. In contrast,
membrane integrity of resting PEMCs treated with AZT and SZ3
was not altered when compared with the control.

In PHA-stimulated cells, the basal PI staining was higher than
in resting cells and the treatment of cells with SZ1 (20-200 uM)
and SZ2 (200 uM) for 72 h also increased the PI staining.

LDH leaking was increased significantly only in resting PBMCs
exposed to 100 and 200 pM SZ1 for 72h (Figure 2C). LDH leaking
from cells exposed to AZT, 522 and 523 did not differ significantly
from control. LDL leaking was also more elevated in PHA-
stimulated PBMCs than in resting cells and the treatment with
SZ1for 72 h increased LDH leaking (Supplementary Figure 1C).

RS Levels in AZT and Se-Derivatives Treated- PEMCs

The exposure of resting PMBCs to SZ1 increased the oxidation of
DHR-123 and the labeling of cells was enhanced about 2 times
at all the tested concentrations and sampling times (Figs. 3A
and B). RS levels in resting PBMCs exposed to AZT, S22 and 5Z3
did not differ from control group after 24 and 72h exposure.
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In PHA-stimulated PBMCs, SZ1 also increased the levels of RS
production after 72 h of exposure (Supplementary Figure 1D).

Morphological Changes in PBMCs After Treatment With AZT and
Se-Derivatives

Changes in the scatter parameters (decreased size and in-
creased granularity) precede DNA fragmentation and might
therefore be an early indicator of apoptesis (Wesselborg and
Kabelitz, 1993). We analyzed the scatter pattermn of resting

PBMCs exposed to AZT, S§Z1, SZ2 and SZ3 by flow cytometry
(Figure 4). Resting PBMCs cultured for 72h in the presence of
SZlconcentrations =25 uM exhibited significant increase in
granularity, corresponding to 1.50- to 1.75-fold the levels found
in control group (Figs. 4A and C). Concomitant with the in-
creased granularity, the size of resting PBMCs decreased ap-
proximately 15% in the cells treated with 50, 100, and 200 M of
SZ1 for 72h (Figs. 4A and B). A decrease in cell size profile was
also observed after 24h of exposure to SZ1. However, AZT, SZ2,
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and SZ3 did not modify PBMCs size/granularity profile
(Figure 4A). Similar pattern of morphological changes tended to
occur in PHA-stimulated cells exposed to the SZ1 (a significant
decrease in size at the highest concentration and an increase in
granularity at 10 and 25 uM). The highest concentration of S22
also caused a significant increase in PHA-stimulated cells gran-
ularity (Supplementary Figs. 1E-G).

Apoptosis in AZT and Se-Derivatives Treated-PBMCs

To check RS-mediated apoptosis, we used Annexin V-FITC la-
beling analysis to stain cells after treatment with AZT and Se-
derivatives. The treatment of resting PBMCs with SZ1 for 72h
caused late apoptosis/necrosis (Figs. 5A and B). There was ap-
proximately 11%, 14%, 40%, 75%, 88%, and 87% of annexin V-
FITC/PI-positive cells in the groups treated with vehicle, 10, 25,
50, 100, and 200 pM of $Z1, respectively (Figure 5). Late apopto-
sis/necrosis rate was also increased in resting cells exposed to
100 and 200 uM SZ2 (24.5% and 34.6% of annexin V-FITC/PI-posi-
tive cells, respectively). No significant apoptotic/necrotic cell
death was observed in resting PBMCs treated with both AZT and
SZ3, when compared with the control (Figs. 5A and B).

In contrast to obtained with resting PBMCs, AZT and all Se-
derivatives induced apoptotic events in PHA-stimulated cells
treated for 72 h. There was a significant increase of annexin V-
FITC positive cells in the groups treated with 100 and 200 pM
of AZT and SZ2 when compared with control group (Figure 6).
The index of early apoptosis also increased in stimulated
PBMCs exposed to SZ1 and SZ3 from 10 to 50 pM, respectively

(Figure 6).

Cell Cycle Profile of AZT and Se-Derivatives Treated-PBMCs

Exposure of resting PBMCs to 200 uM SZ1 for 72 h arrested cells
in the S phase and decreased the Gy/G, ratic. Data from cell cy-
cle revealed that 63.1%, 12.8%, and 8.8% of these cells were in
Gy, S, and G,/M phase, respectively (Figure 7). In control group
these values were respectively 73%, 8.1%, and 9.6%. Exposure of

SEM of 3 independent experiments carried out in triplicate. *p < .05 indicates statistical difference from control group by

resting PEMCs to 100 and 200 uM SZ1 resulted in the appearance
of a new cell population in the sub-G,, the typical region where
apoptotic cells are found (Ormerod, 1998) (Figs. 7A and 7B). The
occurrence of a sub-Gl peak is with
nucleosomal DNA cleavage, which occurs during the late apo-
ptosis stage (Kajstura et al, 2007). The presence of the sub-G1
peak (apoptotic state) was not significantly modified by AZT,
SZ2 and SZ3 ftreated-resting PBMCs when compared with
vehicle-treated cells (Figure 7).

In PHA-stimulated cells, exposure to AZT and all Se-
derivatives arrested cells in the S-phase of cycle and in-
creased the cell population in the sub-G1 region, effects that
in resting cells had been elicited only by SZ1 (Figs. 8A and B).
The treatment of PHA-stimulated PBMCs with AZT, 5721, and
SZ2 also caused a mild decrease in Gy/G; ratio. The highest
concentration of AZT decreased the number of cells in G,
phase, phenomenon that was not elicited by Se-derivatives
(Figs. 8A and B).

associated inter-

mMRNA Expression of Apoptotic and Inflammatory Genes in AZT and
Se-Derivatives Treated-PBMCs

The influence of AZT and Se-derivatives on the expression of
mRNA genes related to apoptosis and inflammation was firstly
determined in cells exposed to 100 pM SZ1, which was as effective
as 200pM after 72h exposure. As this treatment caused a pro-
nounced degradation of RNA bands and loss in total RNA (data
not showny}, PBMCs cultured in medium containing 100 uM SZ1
were not used to evaluate mRNA levels. Then, RT-gPCR mRNA
analyzes were carried out in PBMCs exposed to 10 and 25 pM of
571; 10, 25, and 100 uM of SZ2 and 25, 100 uM of AZT and SZ3.

mRNA Expression of Apoptotic/Anti-Apoptotic Responsive Genes

All pro-apoptotic mRNA genes analyzed here (Caspase-3, Caspase-
9, BAX, BAD, and p53) were over expressed after exposure of rest-
ing cells to 25 uM SZ1 for 72h. The mRNA levels of caspase 3,
caspase 9, BAX, and BAD increased more than 2 fold in comparison
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cal difference from control group by One-Way ANOVA followed by Bonferroni test.

to the control groups (Figure 9). In contrast, the anti-apoptotic Bel-2
mRNA gene expression was significantly down regulated in rest-
ing PBMCs exposed to 10 pM SZ1 (1.8-fold lower than in control
groups). The BAX/Bcl-Z ratio was significantly increased in PBMCs
exposed to 10 and 25 pM SZ1 and 100 pM SZ2 (Figure 9). AZT and
$Z3 did not induce changes in the relative transcript levels of any
apoptosis responsive genes tested (Figure 9).

In PHA-stimulated cells, the mRNA levels of apoptotic
factor BAX was overexpressed after treatment with 50 uM of
$Z1 (1.5-fold), 50 M of AZT (1.7-fold) and 10 uM of SZ2 (1.9-
fold) (Figure 10A). The relative transcript levels of anti-
apoptotic Bcl-2 gene was not affected by AZT and
Se-derivatives, but the BAX/Bcl-2 ratio was significantly in-
creased in stimulated PBMCs exposed to AZT, SZ1, and 5Z2
{Figs. 10B and C).

mRNA Levels of Inflammation Responsive Genes

Cytokine mRNA expression levels (INF-y and TNF-z mRNA) were
significantly upregulated in resting PBMCs exposed to 25 uM of
SZ1 (3.28- and 2.17-fold, respectively). IL-2 and IL-6 mRNA ex-
pression levels were increased after exposure of resting PBMCs
to 10 yM 571 (1.94- and 3.01-fold, respectively). Exposure of cells

to 5Z2 caused a similar change in the pattern of INF-y, TNF-z,
and IL-6 mRNA expression to those obtained with SZ1. In con-
trast, 10 uM SZ1 caused a down-regulation on the levels of
mRNA that encode IL-10 and NF-xB (2.56- and 2.0-fold, respec-
tively), while the derivative SZ2 increased approximately 1.6-
fold NF-xB mRNA levels in relation to the control (Figure 11).
AZT and 5Z3 treatment increased the expression of INF-y mRNA
and SZ3 decreased the expression of IL-10 and IL-2 (Figure 11).

Cytokines Levels in AZT and Se-Derivatives Treated-PBMCs

To determine the levels of cytokines in the supernatant from
cultured resting PBMCs, we utilized the Thy/Th, Cytometric
Bead Array (CBA), which enabled the measurement of secreted
cytokines IL-2, IL-10, TNF-%, and INF-;. The treatment of resting
PBMCs with lower concentrations of SZ1 and S$Z2 induced
T-helper type 1 (Th1) activation that was characterized by hyper-
production of pro-inflammatory cytokines TNF-y and INF-y
(Table 2). Likewise, the levels of IL-10 were increased in the super-
natant from resting PBMCs exposed to SZ1 and SZ2. AZT and SZ3
treatments did not alter the levels of any cytokines secreted by
cells when compared with the control cells (Table 2).



Table 2. Profile of Secreted Cytokines From Resting PBMCs Cultured With AZT and Se-Derivatives

573

S§Z2

SZ1

AZT

Control

pmol/ml

10pM 25uM 100pM 25uM 100pM

100 pM

10 pM 25 uM

100 uh

25 uM

0.66 £ 0.66 0.71 — 048 2,52 1252 3.68 1 1.85
88.77 — 15.68 75.57

466 — 413
102.8 — 40.23"

502 ~1.82 0.08 * 0.06 0711054
6.42 1+ 494

173.8 _ 85.87"

1.18 -~ 044

1.12 £ 1.12
53.01 - 3417

55.02 £ 2,16

1.63 1 0.84
38.94 = 11.94

IL-2

104.0 £ 22.6

28.27

83.17 £ 20.68

044 +0.25

0
0.64 £ 033

IL-10

TNF-z

0.41 = 0.28

0.83 £ 041

0.1 = 0.05

3.34 = 2.49°
1247 = 12.34%

361+ 1.89°

5.54 = 233"
14.44 = 3.27*

1.77 21 044 = 0.28

061+ 034
0.97 = 0.97

1.56 = 1.56

1.56 = 1.56

163 =163

1.57 = 1.34

INF-

The supernatant of resting PRMCs was collected after 72h of exposure and used in CBA assay as described in “Materials and Methods® Section. Tevels of T1.-2, IL-10, TNF-#, and TFN-y are expressed as pmol/ml and represent the mean

=+ SEM of 3 independent experiments.

05, One-Way ANOVA), Value zero indicates cytokine production below the lower detection.

“indicates significant difference from control (p =
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Biochemical and Behavioral Parameters in Mice Acutely Treated
With AZT and Se-Derivatives

The plasma levels of AST/TGO, ALT/TGP, LDH, ALK, creatinine,
urea, and uric acid as well as the body weight of mice that re-
ceived a single injection of AZT and Se-derivatives did not differ
from control after 72h (Supplementary Table 1). However, there
was a significant decrease in the absolute weight of spleen from
mice treated with AZT, SZ1, and SZ2. AZT, SZ1, and 5Z2 also
caused a decrease in the body weight-to-organ weight ratio of
spleen (Table 3). Additionally, the body weight-to-organ weight
ratios of liver and kidney were increased in mice treated with SZ1
and AZT, respectively (Table 3). These effects were not observed
in SZ3-treated mice (Table 3). No gross behavioral alterations and
clinical signals such as piloerection, diarrhea, increased diuresis
and mortality were observed after the treatment with AZT and
Se-derivatives 5Z1, $Z2, and 5Z3 (data not shown).

DISCUSSION

The AZT-derivatives containing selenium moieties SZ1, SZ2,
and SZ3 exhibited potent antitumoral activity in human bladder
carcinoma cells in a previous study; however few analyses have
been done on healthy cells. In an attempt to estimate the safety
of AZT-derivatives toward healthy cells, we choose cultured
PBMCs as target for screening and elucidating the toxicological
mechanisms of this new class of compounds. We carried out
several experiments in a wide range of concentrations, which
vary from 10 yM (the maximum steady-state plasma levels
achieved in HIV regimen with AZT) (Matteucci et al., 2009) until
the suprapharmacological concentration of 200 uM, using AZT
as parental control. As AZT has antiviral activity against HIV-
infected quiescent T-cells, we opted to perform cell assays pref-
erably with resting PBMCs. However, given that studies have
shown that the cytotoxicity of AZT may differ between prolifer-
ating and nonproliferating cells, some key experiments were re-
peated using PHA-stimulated PBMCs. In view that the AZT-
derivatives had relatively low toxicity in vitro, adult mice were
treated with a single dose of respective compounds, in order to
provide insights about their acute toxicity in vivo.

In general, our findings demonstrated that among AZT-
derivatives, only SZ3 did not induce toxic signals in resting
PBMCs, exhibiting similar effects to AZT in all parameters evalu-
ated. Contrary, SZ1 followed by SZ2 were toxics, eliciting events
that encompassed from redox/immune responses activation un-
til viability loss and cell death in these cells. In contrast, AZT and
SZ3 affected the cell cycle in PHA-stimulated PBMCs and these
cells were also more sensitive to 5Z1 and 5Z2. Interestingly, the
lower toxicity of 5Z3 in relation to the other AZT derivatives was
also evidenced after acute in vivo administration in mice.

In addition to the key role in signaling and regulation path-
ways, it is well known that excessive levels of RS are implicated
in cell damage, which can lead to activation of cellular death
such as apoptosis (Elmore, 2007; Fulda et al., 2010). In order to test
this assumption, we firstly conducted complementary assays us-
ing flow cytometry-based protocols to check whether AZT and its
Se-derivatives could trigger apoptosis in resting PEMCs. The
results from these tests, taken together with MTT, LDH, PI stain-
ing and RS production, pointed the remarkable cytotoxic and apo-
ptotic effects mainly of derivative 571, followed by SZ2.

Regarding molecular mechanisms for SZ1, we observed a
significant overexpression of pro-apoptotic genes, followed by a
downregulation of Bcl-2 in resting PBMCs. These cell responses
could be related with either NF-xB or p53-regulated pathways
since the mRNA expression of these transcript factors was also
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Table 3. Organ/Body Weight Ratio (g) of Mice Acutely Treated With AZT and Se-Derivatives

CTL AZT 521 5Z2 SZ3

Absolute weight (g)

Brain 043 x0.04 043 £ 0.04 035 =001 0.39 = 0.009 0.41 £ 0.01

Liver 1.50 + 0.40 1.83+0.21 1.96 — 0.62 178 =017 2.06 +0.13

Spleen 0.12 + 0.03 0.08 + 0.01" 0.06 — 0.003° 0.08 + 0.01° 0.12 + 0.008

Kidneys 0.42 + 0.08 0.33 + 0.03 0.38 - 0.05 041+ 005 0.46 + 0.005
Body-to-organ weight (g)

Brain 1.38 +0.20 128 + 018 1.37 =010 134 + 014 121+ 0.06

Liver 5.10 = 0.35 5.36 + (.53 7.02 =1.10 608 =021 5.98 + 0.49

Spleen 041 +0.03 0.26 + 0.04" 0.26 = 0.04* 029+ 004" 0.35 + 0.006

Kidneys 140 +0.03 1.20 + 0.09° 1.45=0.20 1.39 = 0.06 1.34 + 0.09

Values are expressed as mean = SEM of 4 mice/group.

“p « .05 indicates statistical difference from control group by Cne-Way ANOVA followed by Bonferroni test.

modulated by SZ1. It is noteworthy that p53 is responsible to
suppress cell eycle progression and trigger the initiation of the
apoptotic cascade through transcriptional regulation of target
genes, such as the members of Bel-2 family (Kannan et al,, 2001;
Lane, 1992; Schuler et al,, 2000). Otherwise, in addition to activa-
tion of different patterns of gene expression involved in the
control of the immune and inflammatory responses, NF-«xB reg-
ulates genes that protect cells from undergoing apoptosis in re-
sponse to DNA damage or cytokines (Barkett and Gilmore, 1999;
Yamamoto and Gaynaor, 2001). Impertantly, the inhibition of NF-
xE activation can reduce cyclin D1 activity, a positive regulator
of G1-to-5-phase progression, resulting in delayed/impaired cell
cycle (Guttridge et al,, 1999; Yamamoto and Gaynor, 2001). Thus,
the down-regulation of NF-xB observed in SZ1-exposed PBMCs
could render the cells more susceptible to apoptosis through
p53-mediated BAX transcription pathway. In conformity with
our results, studies have reported that NF-xB inhibition causes
apoptosis in B lymphocytes (Arsura et al., 1996; Wu et al., 1996)
and that RS like H,0, may activate p53 {Meyer et al., 1993}, which
upregulate death proteins as well as downregulate Bcl-2 (Chen
and Pervaiz, 2009).

Overall, the effects elicited by SZ21 and SZ2 in PHA-stimulated
PBMCs were in the same direction to those observed in resting
cells; however, the effects of all derivatives and AZT were stron-
ger than in resting cells. AZT and SZ3 also caused apoptosis and
changed the cell cycle in proliferating PBMCs. We thought that
the increased apoptotic death in dividing cells treated with AZT
and Se-derivatives is, at least in part, associated with their effects
in arresting the S phase of cell cycle. In accordance, literature has
indicated that AZT can arrest the S and G2/M phases in human
cancer cell lines (HepG2, NIH 3T3, and Hela) (Fang et al., 2009;
Fang and Beland, 2009; Olivero et al, 2005).

We emphasize 2 aspects that could be related with the dif-
ferent profile of effects of AZT and derivatives in proliferating
cells: (1) Since the majority of the circulating lymphocytes are
quiescent, the stimulated cells have higher thymidine turnorver
that contribute to their increased sensitivity to the compounds
(Gao et al., 1993; Humer et al., 2008; Melana et al, 1998); (2) The
higher rate of phosphorylation in proliferating cells increase
AZT-triphosphate incorporation into DNA, event that might
lead to DNA strand breaks, increasing the cytotoxicity generated
by AZT (Enomato et al., 2011; Fang et al., 2009; Gao et al., 1993).

Immune response is a redox state regulated process whereas
the activation of immune cells such as lymphocytes and macro-
phages can be markedly enhanced by RS (Kesarwani et al., 2013).
Of toxicological importance, a number of cytokines are likely to
influence the rate of programmed cell death by inducing BAD

dephosphorylation, release of cytochrome ¢, caspases activa-
tion, mitochondrial membrane depolarization and release of ni-
tric oxide in a variety of cells (Barbu et al, 2002; Chang et al,,
2004; Wall et al., 2003; Wang et al,, 2006). In this scenario, our
data show that both $Z1 and SZ2 stimulated the release of cyto-
toxic cytokines and apoptosis in resting PBMCs. It is plausible
suppose that the downregulation of Bcl-2 and overregulation of
proapoptotic genes, important features of apoptotic signaling
found in cells cultured with $Z1, could be modulated by cyto-
kines, as previously reported in Nakagawa and Yamaguchi
(2005) and Grunnet et al. (2009). In contrast to SZ1, we did not ob-
serve a relationship between RS overproduction and cytokines
on 5Z2-induced cell death.

As previously mentioned, Souza et al. {2015) evidenced that
the AZT-derivatives tested here had significant antitumoral
activity against bladder carcinoma 5637 cells by inducing
apoptosis via overexpression of BAX, Caspases-3 and 9 and
down-regulation of Bel-2. Interestingly, herein we did not verify
apoptotic signals in healthy resting PBMCs treated with AZT
and SZ3; but AZT and all Se-derivatives elicited early apoptosis
in PHA-stimulated PBMCs. Together, these data show that there
is a differential susceptibility between malignant/nohmalignant
and proliferating/non-proliferating cells to the compounds.

In general, SZ3 showed considerable safety in a short-term
treatment, exhibiting poor toxicity both i vitro and th vivo, encour-
aging the investigation of its biological effect as anti-tumor agent
in chronic in vivo models. Another advantageous aspect of AZT
analogs is the Se per se. This element is widely known to be pre-
sent in selenoproteins and selenoenzymes that play an important
role as antioxidant for cells (Cardoso et al.,, 2015; Steinbrenner and
Sies, 2009). Therefore, derivatives containing Se could optimize
AZT action by adding an antioxidant aspect, which is not found in
the parental nucleoside. Consequently, Se-containing AZT deriva-
tives could afford protection against oxidative damage caused by
chronic diseases commonly treated with this nucleoside. In this
sense, we emphasize the findings showing that Se levels are de-
creased in HIV positive subjects and Se supplementation has been
shown to promote health benefits in HIV infection (Beck et al,
1990; Constans et al.,, 1995; Hori et al., 1997; Hurwitz et al., 2007).

In addition to the antioxidant potential, the substitution of hy-
drophilic funcdoenal group OH from AZT molecule by phenylseleno
groups conferred increased lipophilicity to the derivatives. In this
regard, some studies have been published pointing out that the in-
troduction of an additional ring to the pyrimidine core of nucleo-
sides tends to improve the biclogical properties for these
molecules by increasing their lipophilic characteristics and bio-
availability (Abdel-Latif, 2007; Aly et al., 2012; Mchamed et al., 2010).



CONCLUSION

This study provided new findings concemning the injuricus
aspects of 3 novel structurally modified AZT derivatives against
healthy immune cells in different stages of division. We
highlighted the 523 molecule as the most promising candidate
for further biological investigations with a relevant anticancer
property and low toxicity against quiescent and stimulated
healthy cells and after acute in vivo administration in mice.
Unfortunately, we did not test yet the likely antiviral action of
SZ3 during in vitro HIV infection. However, the antitumor selec-
tive activity observed for SZ3 makes it an interesting candidate
to test for HIV infection blocking. Moreover, SZ3 contains a Se
moiety, encouraging additional studies on oxidative and in-
flammatory processes. Last, complementary in vivo experiments
are needed to confirm and clarify 573 safety.
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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 500uM.
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. 3-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; 5-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, CuSQa, Zinc (Zn?"), 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, CH3COOHNZa,
NaH2PO4/Na;HPO4, Comassie brilliant blue, trichloroacetic acid, sodium dodecyl sulphate
(SDS), Fe?*, KsEDTA vacuum tubes, acetic acid, oubain, NaCl, KClI, tris-HCI, 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.

O
NH

-

O

O
\Eltt'* Derivativel. R= Cl 5'-(4-Chlorophenylseleno)zidovudine
R_©_39> N O perivative2. R=(H 5'-(Phenylseleno)zidovudine
O

Derivative3. R =CH; 5-(4-Methylphenylseleno)zidovudine
N3
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 10.8umol/L [0.86-2.9 mg/L] [32,33], the lowest concentration
chosen for the experiments was 10uM. We also tested the effect of AZT and Se-derivatives at
supra-therapeutic concentrations up to a maximum of 500uM. Then, samples of isolated
erythrocytes were pre-incubated with AZT and Se-derivatives at 10, 25, 50, 100, 200 and
500uM 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 Heistg (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 Heista
(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 (6-ALA-D) assay

The activity of sulfhydryl enzyme 3-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 CuSO.. 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 (Zn?*) in the inhibitory effect of
AZT and Se-derivatives on 8-ALA-D, the erythrocytes were also incubated with a media
containing 500uM of either the reducing agent (dithiothreitol; DTT) or zinc chloride (Zn?").
The enzyme reactivation was determined by normalization of 6-ALA-D values from treated

cells by control of each group with DTT and Zn?* [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'S’-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 °C 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 500uM 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

15uM DHR-123 for 1h at 37 °C. 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 °C. The lysates were then washed with a solution of 2M KCI and 25mM tris/HCI (pH 7.2)
to increase the membrane tonicity. Lastly, erythrocyte membranes were submitted to a washing
buffer (4mM MgSO4,1.2mM CH3COOHNa and 2mM NaH>PO4/Na;HPOa, pH 7.0), following
repeated centrifugations at 23.000g for 12min at 4 °C, 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 -80°C until use.



85

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 100ug protein) were previously treated with different concentrations of AZT
and Se-derivatives for 1h and 3h at 37 °C in a medium containing 50mM Tris/HCI 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. Fe?* (50uM) 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 (200ug of
protein) were pre-incubated with AZT and Se-derivatives in a reaction mix containing 3mM
MgCl,, 125mM NaCl, 20mM KCI and 50mM Tris-HCI (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 500pM 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 200uM (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 500uM 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 500uM of SZ1 reduced =21.4% and 26.4%,
respectively (Figure 3B). SZ1 from 50uM also increased significantly the percentage of DHR-
positive cells. The increase verified from 50uM to 500uM 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 (3-ALA-D) and Na'/K*-ATPase. 5-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 pM (=35%) and 500 uM (=52%); while in the cells
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treated for 12h at concentrations of 50uM (232%), 100 M (=48%), 200 UM (=71%) and 500
UM (=87%). 6-ALA-D activity was also diminished in the erythrocytes exposed to SZ2 at
concentrations of 100, 200 and 500uM 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 Zn?* on the inhibition of
0-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 Zn?* 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 pM (=51.2%) and 500 pM (=53.6%) when
compared to the control (Figure 4E). Erythrocytes exposed to SZ1 at 500 uM 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 uM 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 uM 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 5-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 3-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 3-ALAD activity, since there is evidence that the auto-oxidation of d-aminolevulinic acid
culminates with accumulation of intracellular H2O 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) ECso 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. Fe?* (50uM) 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 (500uM) 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) 3-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) 6-ALA-D activity from cells treated with Se- derivatives 1 and 2 plus DTT (500uM) and
ZnCl> (500uM) 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 meanS.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.

R /R
AZT o V-sa-AZT sey-AZT —(_)—so-AZT
UM 10 25 50 100 200 500 10 25 50 100 200 500 10 25 50 100 200 500 10 25 50 100 200 500
FO NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS +++ +++ NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS ns
Sulphydryl ns ns ns ns ns nNs NS NS +++ +++ +++ +++ NS NS NS +++ +++ +++ NS NS NS NS nNs nNs
ROS NS NS NS NS NS NS NS NS +++ +++ +++ +++ NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS NS ns
Eryptosis ns ns ns ns ns NS NS NS NS +++ +++ +++ NS NS NS NS +++ +++ NS NS NS NS NS ns

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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6 DISCUSSAO

Estratégias para diminuir os efeitos indesejaveis dos farmacos comerciais utilizados
para o tratamento de doencas e melhorar a resposta clinica incluem a descoberta de novas
moléculas, o desenvolvimento de novos sistemas de liberacdo de farmacos e a modificacao
quimica das moléculas ja existentes e utilizadas na clinica (LAPPONI et al., 2016). Baseando-
se nesta Ultima abordagem, este trabalho aborda a pesquisa com novos compostos contendo o
selénio ligado na posi¢cdo 5’ do anel de ribose do nucleosideo zidovudina usando células
sanguineas humanas como alvo dos efeitos analisados. Os experimentos foram realizados com
varias concentragdes, que variaram de 10uM (concentracdo proxima aos niveis plasmaticos do
estado estacionario alcangado em pacientes soropositivos em terapia com AZT) (MATTEUCCI
et al., 2009), até concentracdes suprafarmacoldgicas com 200uM para PBMCs e 500uM para
eritrocitos. Uma vez que o HIV infecta principalmente células T quiescents, primeiramente
optamos por realizar os ensaios em PBMCs ndo estimuladas. No entanto, levando em
consideracdo os diversos estudos que tém mostrado diferengas 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 0 SZ3 ndo induziu alteragbes significativas nos parametros avaliados em
eritrécitos, PBMCs ndo estimuladas e camundongos. Por outro lado, a incorporacdo da por¢éo
‘clorofenilseleno’ na estrutura do AZT originou um composto potencialmente tdxico (SZ1)
tanto in situ como in vivo. O SZ2 apresentou uma toxicidade moderada observada
principalmente nas células expostas as concentraces elevadas. SZ1 e SZ2 modificaram
respostas de cunho redox, imune e causaram perda de viabilidade e ativagao de vias associadas
a morte celular por apoptose. Em PBMCs estimuladas com PHA, além do SZ1 e SZ2, pbde-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 atraves da reducdo do
MTT, liberagdo de LDH, incorporacdo de Pl no DNA, aumento da fragilidade osmotica e
hemolise, pode ter como um dos seus mecanismos principais a desregulacéo redox. De fato, 0
aumento observado na producdo de RS e deplecdo de GSH, podem ter contribuido para
aumentar a fragilidade da membrana eritrocitaria via modificacdo oxidativa de proteinas de

membrana e oxidagéo de &cidos graxos insaturados. Particularmente em eritrocitos, o aumento
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da liberacéo de ferro devido a hemdlise causada pela exposic¢éo ao SZ1 pode ter agravado ainda
mais esse fendmeno via reagéo de Fenton.

Os resultados dos protocolos baseados em citometria de fluxo apontaram para uma
notavel morte apoptdtica principalmente nas células expostas ao SZ1, seqguido do SZ2, em
PBMC:s e eritrocitos. Estes Gltimos, mesmo desprovidos de nucleos e mitocondrias, também
podem sofrer morte celular programada (eriptose) (BISSINGER et al., 2016; FOLLER 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 desequilibrio redox e desregulacéo do ciclo celular. Do ponto
de vista farmacoldgico, vérios estudos demonstraram que o efeito antitumoral do AZT em
diversas linhagens celulares de cancer 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 avaliacbes moleculares efetuadas com PBMCs quiescentes expostas ao SZ1,
mostram gue houve uma superexpressao de genes pro-apoptéticos como BAX e BAD, seguida
da expressdo diminuida de Bcl-2. Em conjunto esses achados indicam o envolvimento da via
apoptatica intrinseca (mitocondrial). Essas respostas celulares podem estar relacionadas com a
ativacdo do NF-kB ou p53, uma vez que a expressdo do RNAm desses fatores de transcrigdo
também foi modulada pelo SZ1. Vale ressaltar que o p53 € responsavel por suprimir a
progressdo do ciclo celular e desencadear o inicio da cascata apoptética através da regulacéo
transcricional de genes alvo, como os membros da familia Bcl-2 (KANNAN et al., 2001;
LANE, 1992; SCHULER et al., 2000). Por outro lado, além da ativacao de diferentes padrdes
de expressdo génica envolvidos no controle das respostas imunes e inflamatérias, o NF-kB
regula genes que protegem as células de sofrer apoptose em resposta ao dano do DNA ou
liberacdo de citocinas (BARKETT; GILMORE, 1999; YAMAMOTO; GAYNOR, 2001).
Assim, a diminuicdo da expressao do NF-kB causada pelo SZ1 poderia tornar as PBMCs mais
suscetiveis a apoptose atraves da via de transcricdo do BAX mediada por p53. Outro aspecto
importante a ser pensado aqui, € que a inibicdo da ativacdo do NF-kB pelo SZ1 pode ter
ocasionado uma regulacao negativa na atividade da ciclina D1, que é considerada um regulador
positivo da progressao 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 inibicdo do NF-kB causa apoptose em linfocitos B
(ARSURA; WU; SONENSHEIN, 1996; WU et al., 1996) e que RS como H>O podem ativar a
proteina p53 (MEYER; SCHRECK; BAEUERLE, 1993), que tem um papel importante na
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regulacdo de proteinas de morte celular, bem como nos genes da familia Bcl-2 (CHEN;
PERVAIZ, 2009). Junto a isso, é plausivel supor também que a diminui¢do da expressdo da
Bcl-2 e 0 aumento da expressdo de genes pro-apoptoticos observado em células tratadas com o
analogo 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).

Varios estudos in vivo e in vitro utilizando eritrocitos como modelo experimental tém
demonstrado que a oxidac¢do de enzimas sulfidrilicas como 8-ALA-D e Na*/K™-ATPase e a
deplecdo de GSH, sdo fendmenos implicados na toxicologia de muitos organocalcogénios
contendo porgdes de selénio e telirio (BARBOSA et al., 1998; BORGES; ROCHA,;
NOGUEIRA, 2005; KADE et al., 2008; NOGUEIRA; ZENI; ROCHA, 2004; SANTOS et al.,
2009). Neste sentido, os eritrocitos 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 equilibrio
antioxidante/oxidante, contribuindo para o aumento na producdo de RS nas células tratadas. O
estresse oxidativo causado pelos analogos pode ter sido amplificado pelo efeito inibitério da
atividade da 6-ALAD, uma vez que hé& evidéncias de que a auto-oxidagdo do acido 6-
aminolevulinico culmina com o acumulo de H20: intracelular e disfuncdo mitocondrial
(BECHARA, 1996; MONTEIRO et al., 1986; VERCESI et al., 1994). N6s hipotetizamos que
a capacidade dos compostos analogos 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, evidéncias mostram que a desregulacéo da estabilidade ionica causada pela inibicdo
da Na*/K™-ATPase facilita o encolhimento de células apoptéticas em uma linhagem de células
T leucémicas humanas (NOBEL et al., 2000).

Os resultados obtidos aqui indicam que existe uma susceptibilidade diferencial para 0s
compostos entre células proliferativas e quiescentes e também entre células malignas e
saudaveis. 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) apos 24, 48 e 72 h de exposicdo em concentragcdes mais altas (50M) desses agentes, e
neste estudo ndo foi verificado sinais de apoptose em PBMCs quiescentes e em eritrocitos
normais tratados com AZT e SZ3. Por outro lado, tanto 0 AZT como 0s seus andlogos 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 ativacdo da via apoptoética intrinseca, pelo aumento da expressdo
de BAX e Caspases-3 € 9. Em relacdo a falta de alteracfes nas células tratadas com AZT, alguns
autores apoiam a ideia de que sdo necessarias varias semanas de tratamento com concentracées
baixas e moderadas de AZT para atingir efeitos bioldgicos e toxicolégicos em linhagens
celulares saudaveis de humanos e animais.

Visto que 0 AZT e o analogo SZ3 causaram apoptose e alteracdo do ciclo celular em
PBMCs estimuladas e esses efeitos ndo foram observados em células quiescentes, nos
enfatizamos 2 aspectos que podem estar relacionados com estes resultados: (1) as células
estimuladas possuem maior reten¢do 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 fosforilagdo nas células em
proliferacdo aumenta a incorporacdo de AZT trifosfatado no DNA, evento que pode levar a
danos ao DNA, aumentando a citotoxicidade gerada pelo AZT e analogos (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 cancer humano (HepG2, NIH 3T3 e HeLa) (FANG; BELAND, 2009;
FANG; MCGARRITY; BELAND, 2009; OLIVERO et al., 2005).

Esses efeitos toxicoldgicos distintos entre os derivados do AZT podem ser explicados
pelas discretas diferencas em suas estruturas moleculares. Mesmo que o objetivo deste estudo
tenha sido desenvolver novas variacbes de estrutura da molécula de AZT que pudessem
fornecer atividades bioldgicas novas ou adicionais/sinérgicas ou mesmo atenuar a toxicidade
do AZT, estamos conscientes de que alguns efeitos toxicoldgicos indesejaveis para a célula
poderiam, possivelmente, aparecer. Ja € sabido que a introducdo de um anel adicional ligado a
nucleosideos de pirimidinas tende a exercer uma influéncia profunda na conferéncia de novas
atividades bioldgicas nessas moléculas (ALY et al., 2012; MOHAMED et al.,, 2015) A
substituicdo adicional do grupo funcional hidrofilico OH da molécula do AZT por grupos
selenoaril lipofilicos originou compostos com caracteristicas mais lipofilicas. Devido a isso, é
provavel que essas modificagbes no nucledsido proporcionem um aumento na penetracéo
celular e conseqlientemente, uma concentracao crescente do composto dentro da célula. Nesse
sentido, dados da literatura tem mostrado também que compostos que possuem o atomo de
cloro na molécula se tornam mais lipofilicos e na maioria das vezes, apresentam melhores
resultados em estudos de atividade antitumoral. Particularmente para a doenca do HIV, uma
vantagem de um regime com farmacos lipofilicos, como os inibidores da protease do HIV, é a

capacidade de atravessar as membranas celulares, como a barreira hematoencefalica, para
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fornecer uma maior concentracdo do farmaco ativo para o SNC, que é um o6rgdo ativamente
infectado pelo HIV, mesmo nos estagios iniciais da infeccdo, através de mecanismos
independentes do receptor CD4. Apesar do AZT, assim como outros nucleosideos da timidina,
representarem uma terapia eficaz na supressdo dos niveis periféricos de HIV, a baixa
lipofilicidade dessas moléculas limita a permeabilidade no SNC e, portanto, ndo atinge efeitos
terapéuticos satisfatorios para suprimir a replicacdo do HIV no local (Ahmed et al, 1991). Neste
contexto, as abordagens baseadas na melhora do perfil lipofilico das moléculas de nucleosideos
que exibam atividade antirretroviral podem, sozinhas ou sinergicamente, ter um melhor efeito
contra 0 HIV no SNC e, consequentemente, atenuar os deficits cognitivos, comportamentais e
neuroldgicos associados ao HIV-1. Infelizmente, as tentativas de aumentar a poténcia bioldgica
desses agentes podem ter sido acompanhadas pelo aumento da toxicidade celular, como
observado aqui com os analogos SZ1 e SZ2.

Outro aspecto estrutural a ser apontado € a incorporacéo de ligantes de selénio em suas
moléculas. Este elemento estd presente em selenoproteinas e selenoenzimas, que limitam
diretamente os niveis de ROS (STEINBRENNER; SIES, 2009) e, dessa forma, poderiam
fornecer protecdo antioxidante contra o estresse oxidativo e respostas inflamatorias induzidos
pelo HIV, além de suprimir a replicacdo viral. E bem sabido que, entre muitos nutrientes, os
niveis de selénio podem diminuir nas pessoas que vivem com o HIV (HURWITZ et al., 2007;
LOOK et al., 1997). Evidéncias cumulativas sugerem que a suplementacdo de selénio esta
fortemente associada a beneficios significativos para a saide em pacientes HIV positivos,
incluindo cargas virais estabilizadas, melhora moderada da contagem de células T CD4 e
diminuicdo da progressao da doenca (BAUM et al., 2013; HURWITZ et al., 2007; VILLAMOR
et al., 2008). Além disso, Hori et al (1997), revelaram que a suplementacdo de selénio inibe a
replicacdo do HIV induzida por TNFo, mediada por selenoproteinas tais como TrxR-1 e
glutationa peroxidase gque regula negativamente a transcricdo do HIV dependente da proteina
Tat e, assim, inibe a replicacdo do virus (HORI et al., 1997). Uma vez que o andlogo SZ3 nao
foi citotdxico para as células imunes, qualquer efeito eventual na supressao da replicacéo viral
em novas investigacOes provavelmente serd o resultado de uma atividade antiviral direta em
vez de um efeito citotoxico em alvos de células virais.

Além dos achados voltados para mecanismos de ac¢ao, o delineamento da nossa pesquisa
usando células sanguineas para a triagem de compostos para fins terapéuticos se mostrou eficaz
em predizer a toxicidade sistémica, uma vez que o perfil toxicoldgico dos compostos nas células

foi similar ao observado in vivo com camundongos. Baseado em ambos modelos experimentais,
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0 anélogo SZ3 surge como uma droga promissora para ser testada em comparacao ao AZT em

outros modelos experimentais.

7 CONCLUSOES

1. Os analogos SZ1 e SZ2 foram toxicos tanto para eritrocitos como para PBMCs
quiescentes e estimuladas por causarem perda da viabilidade, desequilibrio redox, apoptose,

modificagOes no ciclo celular e alteragdes na homeostase imune;

2. O Anélogo SZ3 e 0 AZT exibiram um perfil de efeitos semelhantes em eritrocitos e

em PBMCs quiescentes, sem alterar significativamente os parametros avaliados;

3. As PBMC:s estimuladas foram mais sensiveis aos efeitos toxicos dos andlogos SZ1 e

SZ2, como também sensiveis aos efeitos do AZT e SZ3;

4. O tratamento agudo com AZT e os analogos SZ1 e SZ2, mas ndo com o analogo SZ3,
exibiu toxicidade in vivo, uma vez que 0s animais tratados mostraram sinais clinicos de

toxicidade como alteracbes comportamentais e perda de peso dos érgaos figado, rins e baco.

5. O conjunto de resultados mostram que o SZ3 apresentou nos modelos testados uma

seguranca equiparavel ao AZT.
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8 PERSPECTIVAS

Considerando que a estratégia de incorporar selénio na estrutura dos anédlogos o0s
diferencia do AZT pelo possivel carater antioxidante, que poderia oferecer protecdo contra os
danos oxidativos causados por doencas crénicas comumente tratadas com o AZT e também por
possibilitar a restauracdo/aumento dos niveis de selénio, fator que tem se mostrado eficiente
como terapia adjuvante em pacientes acometidos por cancer ou infecgdes virais que comumente
possuem deficiéncia deste elemento, n6s pretendemos em estudos futuros:

1. Investigar o efeito bioldgico do analogo SZ3, que se mostrou ndo toxico para células
imunes normais e camundongos, em modelos crénicos de infec¢do viral e cancer tanto in situ
como in vivo;

2. Confirmar sua seguranca in vivo em outros estudos complementares de exposi¢ao
cronica usando roedores;

3. Sintetizar e testar novos andlogos do AZT contendo selénio a fim de aumentar o leque

de opcdes de compostos que possam ser usados para fins terapéuticos como o AZT.
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