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RESUMO 
 

MARTENS AA. Avaliação dos efeitos de compostos enantioméricos de telúrio 
sobre a biologia celular de melanomas humanos – enfoque em morfologia e 
processos celulares. [tese (Doutorado em Biologia Celular e Tecidual)]. São Paulo: 
Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo; 2017 
 
 
O melanoma metastático apresenta um alto grau de heterogeneidade em relação ao 
perfil de mutação em cada indivíduo, o que aumenta a dificuldade de sucesso no 
tratamento, com altos níveis de resistência e recidiva nos pacientes. Mesmo os 
avanços atuais nas áreas de medicina personalizada e imunoterapia não 
apresentaram a taxa de eficácia esperada no tratamento do melanoma. Estudos 
mostraram compostos de telúrio apresentando efeitos de seletividade em direção a 
células tumorais, poupando células saudáveis, chamado de efeito sensor efetor. 
Assim, testamos dois compostos orgânicos enantioméricos de telúrio (compostos RF-
13R e RF-13S) sobre a biologia celular de linhagens de melanócitos (NGM) e 
melanoma metastático (HT-144, SK-Mel-19, SK-Mel-28 e SK-Mel-147) com diferentes 
graus de comprometimento em genes importantes para o estabelecimento e 
desenvolvimento do câncer, variando de 1 a 3 genes mutados. Após determinar a 
aplicabilidade do composto através de ensaio de atividade hemolítica e determinar o 
IC50 dos compostos para cada linhagem, experimentos de imunofluorescência 
mostraram seletividade para linhagens tumorais, evidenciando perda de morfologia 
característica, perda de volume citoplasmático e formação de projeções bolhosas de 
membrana, chamadas de blebs. Estes resultados foram corroborados pelo ensaio de 
microscopia em tempo real. Além disso, foram avaliados os processos de ciclo celular 
e morte celular das linhagens tumorais; o ensaio de ciclo celular mostrou dois perfis 
de parada em ciclo celular: bloqueio em G1 para as linhagens SK-Mel-28 e SK-Mel-
147 e bloqueio em G2/M para as linhagens SK-Mel-19 e HT-144. Já o ensaio de morte 
celular mostrou que as células expostas ao composto não morrem por ativação de 
caspase 9, embora não seja excluída a possibilidade de outros mecanismos de morte 
não avaliados. Diferentes parâmetros de migração celular (ensaio de fechamento de 
ferida, migração em transwell, velocidade e direcionalidade) mostraram 
comprometimento de migração associado à perda de adesão e morfologia 
característica. Juntamente aos aspectos celulares, avaliamos o possível efeito 
genotóxico dos compostos RF-13R e RF-13S e encontramos aumento de formação 
de micronúcleo somente na linhagem SK-Mel-28. Durante os diferentes experimentos 
também pudemos notar uma diferença na potência dos dois compostos: a forma RF-
13S era capaz de induzir efeitos danosos em concentrações mais baixas que seu 
enantiômero na maior parte dos experimentos deste trabalho. Os resultados 
encontrados corroboram o efeito sensor efetor relatado na literatura para compostos 
de telúrio e colocam essas organoteluranas como promissoras drogas no tratamento 
de melanoma metastático.  
 
Palavras-chave: Melanoma metastático. Telúrio. Organotelúrio. Biologia celular. 
Morfologia.    
 

  



 
 

 

ABSTRACT 
 

MARTENS AA. Evaluation of the effects of enantiomeric tellurium compound on 
the cell biology of melanomas – focus in morphology and cellular processes. 
[Ph. D. thesis (Cell and Tissue Biology)] – Instituto de Ciências Biomédicas, 
Universidade de São Paulo; 2017. 

 
Metastatic melanoma displays a high degree of heterogeneity regarding the mutation 
profile in each subject, which increases the difficulty for the success of treatment, 
showing high levels of resistance and relapse in patients. Even the current 
advancements in the field of personalised medicine and immunotherapy have not 
shown the expected efficacy levels on the treatment of melanoma. Studies show 
tellurium compounds displaying selective effects towards tumour cells, sparing healthy 
ones, called sensor effector effect. Thus, we tested two enantiomeric organic tellurium 
compounds (compounds RF-13R and RF-13S) on the cell biology of a melanocyte cell 
line (NGM) and metastatic melanoma cell lines (HT-144, SK-Mel-19, SK-Mel-28 and 
SK-Mel-147) with different degrees of compromise in genes important for the 
establishment and development of cancer, varying from one to three mutated genes. 
After determining the applicability of the compounds by a haemolytic activity assay 
and determining the IC50 of the compounds for each cell line, immunofluorescence 
experiments showed selectivity for tumour cell lines, evidenced by loss of typical 
morphology, loss of cytoplasmic volume and formation of membrane blebs. These 
results were corroborated by the time lapse microscopy assay. Besides, we evaluated 
the processes of cell cycle and cell death of tumour cell lines; cell cycle assay show 
two different profiles of cell cycle blockade: G1 blockade for SK-Mel-28 and SK-Mel-
147 and G2/M blockade for SK-Mel-19 and HT-144. On the other hand, the cell death 
assay showed that cells exposed to the compounds do not die by caspase 9 activation, 
although we cannot exclude the possibility of other cell death mechanisms not 
evaluated. Different cell migration parameters (wound healing assay, transwell 
migration, velocity and directionality) showed migration compromise associated with 
loss of cell adhesion and typical morphology. Along with cellular aspects, we evaluated 
the possible genotoxic effect of compounds RF-13R and RF-13S, and found increased 
formation of micronuclei only in cell line SK-Mel-28. During the study, different 
experiments showed difference in the potency of the compounds: RF-13S was able to 
induce deleterious effects in lower concentrations than its enantiomer in most of the 
assays performed in this work. The results found herein corroborate the sensor 
effector capability associated with tellurium compounds found in literature and set 
those organotellurium compounds as promising drugs for the treatment of metastatic 
melanoma. 
 
Keywords: Metastatic melanoma. Tellurium. Organotellurium. Cell Biology. 
Morphology. 
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1 INTRODUÇÃO 
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1.1 CÂNCER 

O câncer está entre os maiores causadores de morbidade e mortalidade ao redor do mundo, 

com aproximadamente 14 milhões de novos casos e 8 milhões de mortes relacionadas ao 

câncer em 2012; e projeta-se que o número de casos aumente em aproximadamente 75% 

mundialmente em duas décadas, atingindo a marca de 25 milhões de novos casos1.  

A ocorrência de câncer remonta à multicelularização dos organismos, embora não muitas 

evidências tenham resistido aos danos do tempo. O registro de tumor mais antigo em 

humanos até o presente momento é de um osteosarcoma de quase dois milhões de anos 

atrás (1,98 milhões de anos) encontrado nos fósseis da sexta vértebra torácica de um menino 

de 12 ou 13 anos de idade2. Já a descrição documental mais antiga de câncer em humanos 

data de 3000 A.C., em um escrito egípcio de cirurgia (chamado Papiro Cirúgico de Edwin 

Smith) atribuído a Imhotep, o mais antigo médico conhecido. Nele estão descritos alguns 

casos de tumores e ulcerações: um dos casos (caso 45) relata o exame de um homem com 

um tumor inchado na mama, que se apresentava frio ao toque, sem febre; o tumor também 

não apresentava granulação e secreção de fluidos. Quanto ao tratamento, o escrito 

simplesmente dizia: “Não há nenhum. Se vós encontrardes tumores inchados em qualquer 

membro de um homem, devereis tratá-lo de acordo com aquelas orientações”, o que 

provavelmente indica que o tratamento era a ausência de tratamento3. 

Acredita-se que o nome câncer tenha sido cunhado pelo médico grego Hipócrates (460-370 

A.C. – considerado o pai da medicina) que, para descrever os tumores ulcerativos e não-

ulcerativos que encontrava em seus pacientes, usou o termo ”karkinos” 

(caranguejo, em grego), pois os tumores malignos apresentavam vasos dilatados 

ao seu redor que lembravam a forma de um caranguejo enterrado na areia com as pernas 

distribuídas em círculo4. 

Atualmente, células cancerosas são definidas por duas peculiares propriedades: escape dos 

mecanismos de controle da homeostase do tecido, promovendo crescimento e proliferação 

celular, e pela capacidade de invadir e colonizar territórios não-autólogos5. Entretanto, essa 

definição é muito simplista, e a cada ano o conhecimento da complexidade dos eventos inter- 

e intracelulares no câncer aumenta. Um exemplo disso são as revisões de Hanahan e 

Weinberg que, em 2000, listavam 6 hallmarks do câncer, sendo eles: (I) evasão de apoptose, 
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(II) auto-suficiência em fatores de crescimento, (III) insensibilidade para sinais anti-

proliferativos, (IV) invasão tecidual e metástase, (V) potencial replicativo ilimitado e (VI) 

neoangiogênese sustentada6; onze anos depois, os mesmos autores revisitaram essa lista e 

acrescentaram 4 novos aspectos: (VII) desregulação energética celular, (VIII) evasão de 

sistema imune, (IX) inflamação promovida pelo tumor e (X) instabilidade genômica e 

mutação7. Possivelmente, futuras análises permitirão a adição de ainda mais características, 

dado o complexo cross-talk que existe entre diferentes inibidores, ativadores e mediadores 

de vias de sinalização envolvidas com o desenvolvimento e estabelecimento do câncer. 

 

1.2 MELANOMA  

Dentre os cânceres, o câncer de pele é o tipo de câncer mais comum entre a população branca 

mundialmente, e pode ser dividido em duas categorias: não-melanoma (carcinoma de célula 

basal – BCC, e carcinoma de célula escamosa – SCC, além de alguns tipos mais raros de câncer 

de pele) e melanoma maligno. Dentre estes, o melanoma maligno cutâneo é o câncer com 

maior crescimento de incidência na população branca, dobrando a incidência a cada 10-20 

anos8. A alta incidência de melanoma, principalmente em caucasianos residentes próximos 

ao equador9, e a dificuldade de tratamento em seu estágio avançado o tornam um grande 

problema de saúde pública: embora represente somente 2-4% dos casos de câncer de pele, 

o melanoma é responsável por 80% de todas as mortes por câncer de pele. A taxa de 

sobrevida após 5 e 10 anos para pacientes com melanoma tratado em estágios iniciais é de 

90 e 91%, respectivamente; entretanto, pacientes com melanoma metastático apresentam 

somente 16% de taxa de sobrevida após 5 anos10. Por essa razão, torna-se importante o 

estabelecimento de terapias que possam sensibilizar estas células sistemicamente. 

Apesar de os principais fatores de risco para o desenvolvimento de melanoma serem histórico 

familiar, presença de nevi e melanoma prévio, o background de mutações de cada melanoma 

também se apresenta como um fator importante na progressão da doença, bem como em 

seu tratamento. O melanoma pode ser caracterizado com base em padrões histológicos de 

progressão (modelo de Clark): nevus benigno, nevus displásico, fase de crescimento radial, 

fase de crescimento vertical e melanoma metastático. O nevus benigno é uma proliferação 

de melanócitos normais e compreende uma lesão benigna; quando há um aumento aberrante 
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de proliferação no nevus benigno ou em uma nova localidade, com presença de células 

atípicas e lesões assimétricas com bordas irregulares, chamamos de nevus displásico. 

Posteriormente, durante a fase de crescimento radial, essas células adquirem a capacidade 

de proliferar dentro dos limites da epiderme, e evoluem de uma atipia para um fenótipo 

canceroso, podendo adentrar papilas dérmicas na epiderme; então, as lesões passam à fase 

de crescimento vertical, em que adquirem a habilidade de degradar a membrana basal e 

invadir a derme, formando um nódulo de maior volume11. Em estudos posteriores, 

pesquisadores associaram cada estágio de progressão a uma carga de mutações, com 

mutações em BRAF ainda na fase de nevus benigno, perda de CDKN2A e PTEN na fase 

displásica, aumento de CD1 na fase de crescimento radial e perda de expressão de E-caderina, 

expressão de N-caderina, integrina αVβ3, MMP2 e survivina na fase de crescimento vertical12. 

 Outro método de classificação é o TNM (adotado pela AJCC – Junta Americana em Câncer), 

que se baseia na espessura do tumor primário (T – T1 a T4), número de nodos metastáticos 

envolvidos (N – N0 a N3) e localização dos sítios de metástase (M – M0, M1a, M1b e M1c)13. 

Entretanto, clinicamente, o melanoma é dividido em 4 estágios: no estágio I estão os tumores 

primários, e este é dividido em subgrupos (IA e IB), baseados na disseminação pelas papilas 

dérmicas; no estágio II (subdividido em IIA, IIB e IIC), estão os casos com aumento na 

profundidade da lesão primária (maior invasividade); o estágio III (também subdividido em 

IIIA, IIIB e IIIC) compreende pacientes com inchaço dos linfonodos regionais ou 

comprometimento nodal contralateral; pacientes com metástases distantes são considerados 

estágio IV14. 

Os melanócitos são células dendríticas produtoras de melanina – pigmento que dá cor a olhos, 

pele e anexos em vertebrados. Na pele, eles ficam localizados na camada basal da epiderme, 

onde proliferam muito pouco e estabelecem uma razão de 1:5 com queratinócitos basais15. 

Essa relação é muito intrincada, com os queratinócitos estabelecendo uma regulação 

parácrina sobre os melanócitos através da secreção de diferentes fatores de crescimento e 

citocinas que regulam crescimento, sobrevivência, adesão, migração e diferenciação dos 

melanócitos16. Em contraposição, os melanócitos estimulados produzem vesículas de 

melanina – chamados melanossomos – que são exocitados e imediatamente internalizados 

pelos queratinócitos adjacentes, protegendo seus núcleos contra os efeitos deletérios 

causados pela radiação UV17. 
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Os melanoblastos, células precursoras de melanócitos, têm origem na crista neural – porção 

do ectoderma que liga o tubo neural e o ectoderma epidérmico; durante o processo de 

neurulação, essa população de células (células da crista neural que darão origem aos 

melanócitos) sofre transição epitélio-mesenquimal e delamina, migrando dorso-

ventralmente e dorso-lateralmente através de um processo heterogêneo e complexo para 

todas as partes do ectoderma epitelial, a fim de colonizar toda a epiderme do indivíduo18.  

Segundo Virchow19, “Neoplasias surgem segundo a mesma lei que regula o desenvolvimento 

embrionário”. Devido ao caráter altamente migratório dos melanoblastos e seu alto grau de 

interação com o ambiente extracelular, o melanoma – tumor maligno de melanócitos – 

apresenta uma maior facilidade de reativação desse fenótipo, com alto potencial de 

agressividade e invasão tecidual e migração, ou seja, maior potencial metastático. Para que 

realizem esse processo, as células devem perder a adesão célula-célula e célula-matriz, 

degradar a matriz extracelular, e realizar a transmigração para a derme, onde se infiltram em 

vasos e migram para sítios distantes20. Estes processos envolvem extensivos rearranjos do 

citoesqueleto e geração de polaridade celular, promovido por vias de sinalização (como a via 

das Rho-GTPases Rho/Rac/CDC42), receptores de membrana (como as integrinas e 

receptores de fatores de crescimento) e interações com a matriz extracelular (revisado em 

Pandya et al.21).  

A facilidade de metastatização torna interessante a busca de drogas que tenham a capacidade 

de inibir o potencial metastático de células de melanoma, atuando sobre elementos do 

citoesqueleto, metaloproteinases de matriz e diminuindo o potencial angiogênico22. 

Entretanto, a terapia para tratamento de melanomas ainda hoje se apresenta muito 

problemática, pois os índices de recidiva após os tratamentos utilizados atualmente ainda são 

muito altos. 

 

1.3 TERAPIAS CONTRA MELANOMA 

O quimioterápico mais comumente utilizado para o tratamento de melanomas metastáticos 

é o dacarbazine, um agente alquilante citotóxico aprovado pelo FDA (órgão estadunidense de 

regulamentação de drogas e alimentos – equivalente à nossa ANVISA) em 1975 ,que 
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apresentou taxas de respostas de 20% para pacientes com melanoma metastático, sendo 

desde então considerado o regime de tratamento padrão contra o qual são comparados 

novos compostos, sendo considerado o grupo controle até mesmo nas pesquisas clínicas de 

terapias alvo-dirigidas e imunoterapias23. Um levantamento com 30 testes clínicos com novos 

agentes quimioterápicos ou combinações de tratamentos comparados com o tratamento 

somente com dacarbazine não mostrou melhoras nos índices de resposta ao tratamento e 

sobrevivência, o que levou este composto a permanecer por tanto tempo como droga de 

escolha para o tratamento dessa doença24. 

Uma das maiores limitações no tratamento do melanoma metastático é que a complexidade 

genética dos tumores de melanoma é muito grande. Diferentes grupos de pesquisa 

mostraram que melanomas originários de diferentes regiões do corpo apresentam diferentes 

mutações e níveis de expressão de determinados oncogenes, determinando assim subgrupos 

de melanomas de acordo com um padrão genético25,26, podendo apresentar até diferentes 

populações dentro de um mesmo tumor27. Essa variabilidade genética está sendo atualmente 

abordada com o intuito de desenhar drogas que atuem especificamente em proteínas do ciclo 

celular, intermediários de vias de sinalização, receptores e outros, que estejam mutados 

naquele subtipo ou subpopulação de melanoma, permitindo terapias individualizadas28. Um 

grande avanço era esperado com o desenvolvimento de drogas altamente direcionadas 

inibidoras de isoformas mutadas de proteínas específicas, como o vemurafenib e o dabrafenib 

– que inibem a forma mutada BRAFV600E, presente em quase metade dos casos de melanoma 

metastático29. Entretanto, apesar de as respostas iniciais serem muito positivas, 

apresentando uma regressão tumoral rápida, a recidiva acontecia após 6 a 7 meses, com 

desenvolvimento de resistência ao tratamento; um estudo de caso mostrou focos de 

metástase de melanoma adquirindo mutações em outros genes após um esquema de 

tratamento com vemurafenib, trametinib (inibidor de MEK) e vemurafenib+trametinib, com 

desenvolvimento de mutação na proteína NRASG13R [30], o que realça a necessidade de 

pesquisa de novas drogas e mecanismos de tratamento de melanoma metastático. 

Mais recentemente, o desenvolvimento de anticorpos capazes de suprimir o bloqueio imune 

promovido pelas células tumorais no organismo abriu uma nova janela de possibilidades para 

o tratamento de melanoma. O primeiro alvo dessa abordagem foi a molécula CTLA-4 

(cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4), um receptor encontrado na superfície de 
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células T ativadas; quando ligado a uma proteína ativadora, CTLA-4 induz uma 

downregulation dessas células, diminuindo a resposta imune do indivíduo frente o câncer; 

assim sendo, o anticorpo monoclonal ipilimumab se liga competitivamente ao receptor CTLA-

4 e inibe sua ativação, liberando o organismo dessa supressão imune induzida pelo câncer, 

aumentando a sobrevivência e atividade dos linfócitos T no combate às células tumorais31. 

Embora os avanços sejam visíveis, o caminho para o desenvolvimento de um esquema de 

tratamento efetivo contra o melanoma ainda é muito tortuoso: um estudo recente mostrou 

que a terapia combinada de vemurafenib (inibidor de via de sinalização) e ipilimumab 

(imunoterapia), que poderia garantir maior sucesso contra as células tumorais, apresentou o 

desenvolvimento de hepatotoxicidade grave nos pacientes em estudos de fase 1, sendo 

encerrado prematuramente32. 

 

1.4 TELÚRIO 

Telúrio é um elemento químico raro não-essencial da família dos calcogênios, que também 

abrange oxigênio, enxofre, selênio e polônio; e por muito tempo foi considerado tóxico e sem 

nenhuma atividade biológica. Ele raramente é encontrado em seu estado livre, normalmente 

fazendo parte de outros minérios, sendo que grande parte do telúrio comercial é recuperado 

do lodo do refinamento de cobre e é usado em diversas áreas industriais, como indústria 

química (catalisador, cobertura metálica, pigmentação), tecnológica (células solares de 

calculadoras e câmeras), automotiva (vulcanização de borracha e como componente de 

células de energia)33, além do seu uso mais recente na área médica diagnóstica (fazendo parte 

de quantum dots – nanoestruturas usadas para rastrear e imagear macromoléculas em uma 

célula ou células em um tecido)34,35 e terapêutica, que será discutido adiante.  

Diferente do selênio, que é encontrado na composição de proteínas – chamadas de 

selenoproteínas – em bactérias, aves e mamíferos36, não há ocorrência natural de 

telurometioninas e telurocisteínas, devido às características químicas do telúrio, sendo 

encontrado em bactérias, fungos e leveduras somente como resultado da incorporação 

errônea de telúrio no lugar de enxofre e selênio37. Entretanto, verificou-se que 

selenoproteínas e selenocompostos de baixo peso molecular reduziam o risco de câncer em 
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camundongos38; assim como no caso do selênio, foi visto que compostos de organotelúrio 

têm-se provado menos tóxicos e com mais aplicações do que se considerava39. 

Dentre os compostos de telúrio, podemos dividi-los em três categorias: nanoestruturas, 

compostos inorgânicos, e compostos orgânicos. Nanoestruturas de telúrio, como nanoredes40 

e nanobastões41,42 apresentaram citotoxicidade contra células tumorais e indução de 

apoptose, se apresentando como potenciais terapias anticâncer, mas também levantando a 

questão da exposição ocupacional de trabalhadores que mantêm contato direto com esses 

nanomateriais gerados durante processos de extração, purificação ou produção de 

equipamentos e materiais que usem este composto. 

Alguns complexos contendo telúrio, como o composto orgânico (3E)-4-cloro-3-[dicloro(4-

metoxifenil)telanil]-2-metilbut-3-en-2-ol (chamado de RT-04) e o composto inorgânico 

tricloro(dioxietileno-O-O’)-telurato – mais conhecido como AS101 – têm sido estudados sob 

o ponto de vista de efeitos biológicos43. Dentre estes, o mais estudado é o AS101, que vem 

apresentando uma miríade de efeitos biológicos, como efeito radioprotetor44, 

quimioprotetor45,46, prevenção e tratamento de alopecia47, como potente 

imunomodulador48,49,50, além de promover a debilitação de células tumorais, que os tornam 

um interessante objeto de estudo no tratamento de câncer (revisado em Sredni51). 

Já o desenvolvimento de compostos orgânicos de telúrio está em expansão, compreendendo 

diferentes arranjos moleculares que, por consequência, apresentam diferentes 

características e efeitos biológicos. Um dos compostos orgânicos de telúrio mais estudados é 

o difenil ditelureto (DPDT – Diphenyl ditelluride), uma das moléculas orgânicas mais simples 

de telúrio, usada como intermediário na síntese orgânica52. 

Há estudos que comparam diretamente os efeitos do composto orgânico DPDT e do 

composto inorgânico TeCl4 in vivo em astrócitos de ratos53 e em células em cultura54, 

entretanto as respostas foram muito incongruentes, com o TeCl4 induzindo apoptose e o 

DPDT supostamente induzindo oncose nos astrócitos enquanto nas linhagens celulares foi o 

DPDT que induziu apoptose e o TeCl4 induziu necrose. Entretanto, estes resultados somente 

reforçam a ideia de que os compostos de telúrio (tanto orgânicos quanto inorgânicos) têm 

efeitos sobre a biologia celular de eucariotos, sendo necessários estudos mais aprofundados 

para esclarecer os mecanismos de citotoxicidade e indução de morte celular. Por enquanto, 
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acredita-se que a citotoxicidade de telúrio é consequência de sua alta capacidade redox, que 

reage com grupos tiol de diferentes proteínas fundamentais para os processos celulares tanto 

de células não tumorais quanto para células do câncer55. Entretanto, tem-se verificado para 

estes compostos uma seletividade em direção a células tumorais, que parece estar 

relacionada a uma sobrecarga de estresse oxidativo em células tumorais que não é 

encontrado em células normais56. 

O alto índice de mortes por melanoma metastático, causado pela dificuldade de ressecção do 

tumor, aliado à alta resistência às terapias anticâncer utilizadas até o presente, o tornam um 

importante objeto de estudo. Apesar dos avanços no campo da medicina personalizada, que 

faz uso do perfil genético de cada tumor para o uso de drogas inibidoras de vias de sinalização 

(individualmente ou em associação), e imunoterapias, que atuam liberando células imunes 

de um bloqueio promovido pelo tumor, ainda é interessante o estudo para o 

desenvolvimento e aplicação de drogas que possam promover um aumento na efetividade 

de resposta frente o tratamento e também que ultrapassem as limitações mais graves no 

melanoma metastático – resistência e recidiva.  

Sob esse prisma, o presente trabalho pretende contribuir para a descoberta e 

estabelecimento de novas abordagens no tratamento de melanoma metastático. Para isso, 

avaliamos os efeitos de dois compostos orgânicos enantioméricos de telúrio sobre a biologia 

celular de linhagens de melanoma metastático. Embora ambos os compostos sejam formados 

pelo mesmo número de átomos de cada elemento, o arranjo tridimensional em torno de seu 

carbono quiral pode lhes conferir características peculiares um em relação a outro. Estudos 

preliminares mostraram diferentes efeitos, com maior ou menor agressividade nas alterações 

de morfologia celular das linhagens, de acordo com o enantiômero. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL 

O objetivo do trabalho foi avaliar os possíveis efeitos dos compostos enantioméricos de 

telúrio RF-13R e RF-13S sobre a biologia celular de melanomas, focando alterações 

morfológicas, proliferativas e de capacidade de migração. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1) Avaliar a capacidade de lise de membrana dos compostos RF-13R e RF-13S. 

2) Determinar a concentração inibitória IC50 dos compostos FR-13R e RF-13S nas 

diferentes linhagens celulares utilizadas; 

3) Avaliar os efeitos dos compostos sobre a morfologia das células e arranjo do 

citoesqueleto; 

4) Analisar os processos morfológicos em tempo real por microscopia em tempo real; 

5) Avaliar alterações de ciclo celular e indução de apoptose; 

6) Avaliar a capacidade de migração de células tratadas e controle através de ensaio de 

fechamento de ferida (wound healing assay) e migração em câmara de Boyden; 

7) Avaliar os parâmetros direcionalidade e velocidade de células tratadas com os 

enantiômeros; 

8) Determinar o potencial genotóxico dos compostos em algumas linhagens celulares. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS
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3.1 COMPOSTOS DE TELÚRIO 

As organoteluranas enantioméricas (figura 1) RF-13R (1-[butil(dicloro)-λ4-telanil]-2-[1R-

metoxietil]benzeno) e RF-13S (1-[butil(dicloro)-λ4-telanil]-2-[1S-metoxietil]benzeno) foram 

sintetizadas pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Rodrigo L.O.R. Cunha, do Centro de Ciências 

Naturais e Humanas da UFABC (Compostos 3 e 2, respectivamente, no estudo publicado por 

Piovan et al.57). As amostras de ambos compostos foram fornecidas à concentração de 100 

mM em DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA). As concentrações de uso neste 

trabalho variaram entre 50 nM e 20 µM – o que garantiu uma concentração não-tóxica de 

DMSO durante o tratamento das células – e foram diluídas em meio de cultura somente no 

momento de uso. 

          

Figura 1 – Fórmula estrutural dos enantiômeros RF-13R e RF-13S, sintetizados pelo Dr. Rodrigo Cunha do 
Centro de Ciências Naturais e Humanas da UFABC. 

 

3.2 LINHAGENS CELULARES 

Neste trabalho, foram utilizadas as linhagens de melanoma metastático humano HT-144, SK-

Mel-19, SK-Mel-28 e SK-Mel-147 e uma linhagem de nevus NGM (usada como controle não-

tumoral). As linhagens HT-144 e NGM foram adquiridas do Banco de Células do Rio de Janeiro, 

e as linhagens SK-Mel-19, SK-Mel-28 e SK-Mel-147 foram gentilmente cedidas pela Prof. 

María S. Soengas, do Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas (Madri, Espanha), 

através da Prof. Silvya Stuchi Maria Engler, do Departamento de Análises Clínicas e 

Toxicológicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de São Paulo. Este 
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painel de linhagens celulares de melanoma foi utilizado devido à diferença no perfil de 

mutações genéticas, listadas na tabela 1, que as tornam diferencialmente resistentes a 

quimioterapia convencional. 

Tabela 1 – Listagem de mutações nos genes mais incidentes em melanomas nas diferentes linhagens 

Linhagem\Gene 

Linhagem   

BRAF PTEN ATM NRAS p53 

HT144 V600E1 wt1 W28451 wt1 wt1 

NGM * * * * * 

SK-Mel-19 V600E1 ND ND wt1 wt1 

SK-Mel-28 V600E1 T167A1 ND wt1 L145R1/R273H2 

SK-Mel-147 wt2 ND ND Q61R2 wt2 
1: canSAR ICR UK;   2: Brohem et al.58. 

ND: Não Disponível nos bancos de dados avaliados;   wt: wild type. 

 

Todas as linhagens foram cultivadas em meio de cultura DMEM/Ham-F12 (Sigma-Aldrich) 

suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB – Vitrocell Embriolife, Campinas, São Paulo, 

Brasil) e os tratamentos foram realizados em meio de cultura DMEM/Ham-F12 suplementado 

com 1% de SFB, exceto quando apontado na descrição do experimento, sob condições de 37 

°C de temperatura e atmosfera de 5% de CO2. Estoques de células obtidos em diferentes 

períodos foram mantidos em nitrogênio líquido. Abaixo, na figura 2, podemos verificar a 

morfologia típica de cada linhagem sob aumento de 20 X (Figuras B-F), e sob aumento de 10 

X para a linhagem NGM (Figura 2A) – devido à sua grande área de superfície. Todas as imagens 

foram obtidas em microscópio invertido de contraste de fase AMG Evos XL (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). 
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Figura 2 – Fotomicrografia das linhagens celulares utilizadas neste trabalho. A: NGM em aumento de 10 X – Barra 
corresponde a 400 µm; B-F: Imagens em aumento de 20 X – Barra corresponde a 200 µm; B: NGM – Notar que 
a área de superfície celular desta linhagem é muito superior à área das linhagens tumorais; C: HT-144; D: SK-
Mel-19; E: SK-Mel-28; F: SK-Mel-147.  

 

3.3 ENSAIO DE HEMÓLISE 

O ensaio de hemólise foi realizado de acordo com Rangel et al.59. Foi coletado o sangue de 

camundongos Swiss machos entre 25-30 g de massa total (Biotério Central do Instituto 

Butantan, protocolo do comitê de ética 459/08), e as hemácias foram lavadas e isoladas de 

elementos plasmáticos através de diluições em solução salina. O sangue total (em EDTA) foi 
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colocado em um béquer com um volume aproximadamente 30 vezes maior de solução salina 

de Krebs-Henseleit (113 mM NaCl; 1,2 mM KH2PO4; 4 mM KCl; 1,2 mM MgSO4.7H2O; 2,5 mM 

CaCl2; 25 mM NaHCO3; 11,1 mM C6H12O6) e mantido sob agitação constante por 15 minutos. 

A mistura foi centrifugada 3 vezes a 3000 rpm por 5 minutos para remoção dos componentes 

plasmáticos, após o qual foi preparada uma suspensão de eritrócitos (SE) a 4% (v/v) em 

solução fisiológica de Krebs-Henseleit.  

As organoteluranas foram diluídas em solução fisiológica de Krebs-Henseleit, e 

posteriormente colocadas em uma placa de ELISA transparente de fundo chato de 96 poços 

(TPP, Trasadingen, Schaffhausen, Suíça), adicionando-se o mesmo volume de SE 4%. Como 

controle negativo, foi usado somente solução fisiológica e como controle positivo, 1% Triton 

X-100 (Sigma-Aldrich) – que foi considerado indutor de 100% de hemólise. Após uma hora de 

incubação a temperatura ambiente sob agitação constante, o material foi submetido a 

centrifugação a 3000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi transferido para uma nova placa 

de ELISA e a atividade hemolítica foi medida através da absorbância do sobrenadante a 540 

nm.  

 

3.4 ENSAIO DE VIABILIDADE POR MTS – IC50  

O ensaio de viabilidade por MTS (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay – 

Promega, Fitchburg, Winsconsin, EUA) foi usado para determinar o IC50 (metade da 

concentração inibitória máxima) dos compostos sobre as linhagens celulares a serem 

estudadas. Para isso, as células tumorais foram plaqueadas a uma densidade inicial de 5 x 103 

células por poço em placa de 96 poços (TPP) – a linhagem NGM foi plaqueada a uma 

densidade inicial de 1 x 104 células por poço – e, após 24 horas, foram adicionadas 

concentrações crescentes dos compostos RF-13R e RF-13S em escala logarítmica (0,1 µM, 

0,316 µM, 1 µM, 3,16 µM, 10 µM, 31,6 µM, 100 µM, 316 µM, 1000 µM). As células foram 

expostas aos compostos pelo período de 24 horas e, após esse tempo, foram adicionados 20 

µL de MTS e o material foi incubado por 3 horas. Neste ínterim, as mitocôndrias viáveis das 

células processam o composto MTS, gerando um produto solúvel de coloração roxa, cuja 

concentração é medida a partir da absorbância da amostra em 590 nm. Com isso, pode-se 

determinar, indiretamente, a viabilidade da amostra. As absorbâncias são plotadas em um 



32 
 

 

gráfico e é estabelecida uma curva concentração-resposta sobre a qual interpola-se o ponto 

de 50 % de viabilidade. Foi considerado como branco o sobrenadante (meio de cultura sem 

células) com a adição do sal de MTS. Como controle negativo foram adicionados 20 µL de 

água destilada 15 minutos antes da adição do sal de MTS para inviabilizar as células; e como 

controle positivo, foram usadas células sem adição dos enantiômeros. Os dados foram 

analisados em software GraFit60.  

 

3.5 IMUNOFLUORESCÊNCIA  

Para verificar a morfologia das células, realizamos o experimento de imunofluorescência. As 

células foram plaqueadas a uma densidade inicial de 1,33 x 105 células por placa de 35 mm 

(TPP) com lamínula 18 x 18 mm ou 20 x 20 mm e mantidas por 24 horas. Então, foi realizada 

a exposição aos compostos RF-13R e RF-13S nas concentrações de 10 µM e 20 µM por 24 

horas. Após esse período, as células foram fixadas com 3,7% formaldeído (Sigma-Aldrich) por 

15 minutos, permeabilizadas com 0,5% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) por 10 minutos e 

procedeu-se a incubação com os marcadores. O citoesqueleto de tubulina foi marcado com 

anticorpo primário mouse anti-αβ-tubulina (Sigma-Aldrich) overnight a 4 °C e secundário anti-

mouse-Cy5 (Amersham Biosciences, Little Chalfont, Buckinghamshire, Inglaterra) por 2 horas 

a temperatura ambiente; então, o citoesqueleto de actina foi marcado com 20 µM faloidina-

FITC (Sigma-Aldrich) por 40 minutos e a lâmina foi fechada com 20 µM DAPI (Sigma-Aldrich) 

e solução anti-fading VectaShield (Vector Laboratories, Burlingame, California, EUA). As 

imagens foram adquiridas em microscópio confocal de varredura a laser LSM 780-NLO (Zeiss, 

Oberkochen, Baden-Württemberg, Alemanha). 

 

3.6 ANÁLISE DE CIRCULARIDADE 

As células foram plaqueadas com densidade inicial de 1,33 x 105 células por placa de 35 mm 

(TPP) em 2 mL de meio de cultura DMEM/Ham-F12 suplementado com 10% de SFB e 

incubadas por 24 horas. Após esse período, as células foram expostas aos compostos RF-13R 

e RF-13S nas concentrações de 10 µM e 20 µM por 24 horas. Então, todas as células foram 

coletadas: o sobrenadante foi coletado em tubo de fundo cônico de 15 mL (Sarstedt, 
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Westphalia, Nümbrecht, Alemanha), as placas foram lavadas com PBS e o lavado também foi 

coletado no mesmo tubo, e as células foram trispinizadas (tripsina 0,05% EDTA 0,02%) e 

coletadas; mais uma vez a placa foi lavada para recuperar células que ainda restassem na 

placa e o lavado foi coletado no tubo. A suspensão de células foi então centrifugada a 1000 g 

por 7 minutos e o pellet foi ressuspendido vigorosamente em 1 mL de PBS e foram 

adicionados 3 mL de metanol (Merck, Darmstadt, Hesse, Alemanha) gelado por, no mínimo, 

3 horas antes de proceder com a coloração de DNA. No momento da análise, as células foram 

centrifugadas a 1000 g por 7 minutos e lavadas em PBS duas vezes; então, do pellet de células, 

foram coletadas 1 x 105 células, que foram incubadas com RNAseA (Sigma-Aldrich) 10 µg/mL 

e iodeto de propídio (Sigma-Aldrich) 1 µg/mL em gelo por 1 hora e o experimento foi 

adquirido e analisado em citômetro de fluxo Amnis ImageStream Mark II System (Millipore). 

 

3.7 MORFOLOGIA POR MICROSCOPIA EM TEMPO REAL 

As células foram plaqueadas em placa de 96 poços de fundo transparente chato (TPP) à 

densidade de 1 x 103 células por poço e mantidas a 37 °C com atmosfera de 5% CO2 por 24 

horas. Após esse período, as células foram expostas aos compostos RF-13R e RF-13S nas 

concentrações de 10 µM e 20 µM por 65 horas. Foram adquiridas imagens de 3 campos por 

poço, com intervalo de 30 minutos, no equipamento IN Cell Analyser 2200 (GE, Chicago, 

Illinois, EUA). Como controle, foi utilizado somente meio DMEM/Ham-F12 suplementado com 

1% SFB. O experimento foi realizado em quadruplicata e as imagens mostradas são 

representativas dos eventos ocorridos em cada tratamento.  

 

3.8 CICLO CELULAR 

Para a determinação de ciclo celular, as células foram plaqueadas com densidade inicial de 

1,33 x 105 células por placa de 35 mm (TPP) em 2 mL de meio de cultura DMEM/Ham-F12 

suplementado com 10% de SFB e incubadas por 24 horas. Após esse período, as células foram 

expostas aos compostos RF-13R e RF-13S nas concentrações de 10 µM e 20 µM por 24 horas. 

Então, todas as células foram coletadas: o sobrenadante foi coletado em tubo de fundo cônico 

de 15 mL (Sarstedt, Westphalia, Nümbrecht, Alemanha), as placas foram lavadas com PBS e 
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o lavado também foi coletado no mesmo tubo. As células foram trispinizadas (tripsina 0,05%, 

EDTA 0,02%) e coletadas; mais uma vez a placa foi lavada para recuperar células que 

persistissem na placa e o lavado foi coletado no tubo. A suspensão de células foi então 

centrifugada a 1000 g por 7 minutos, o pellet foi ressuspendido vigorosamente em 1 mL de 

PBS e foram adicionados 3 mL de metanol gelado (Merck) por, no mínimo, 3 horas antes de 

proceder com a coloração de DNA. No momento da análise, as células foram centrifugadas a 

1000 g por 7 minutos e lavadas em PBS duas vezes; então o pellet de células foi incubado com 

RNAseA 10 µg/mL (Sigma-Aldrich) e iodeto de propídio 10 µg/mL (Sigma-Aldrich) em gelo por 

1 hora e imediatamente analisado em citômetro de fluxo Guava EasyCyte Mini (Millipore, 

Billerica, Massachusetts, EUA). 

 

3.9 MORTE CELULAR 

Para o ensaio de morte celular, foi usado o Guava® Caspase Kit para caspase 9 (Millipore). As 

células foram plaqueadas à densidade de 1,33 x 105 células por placa de 35 mm (TPP) e 

tratadas com os compostos RF-13R e RF-13S em diferentes concentrações por 24 horas. Após 

o período de tratamento, as células foram tripsinizadas e imediatamente contadas. Usamos 

somente 5 x 104 células por amostra, que foram separadas em um volume de 100 µL de PBS 

em um minitubo de 1,5 mL. Então, foram adicionados 10 µL de 10 X caspase reagent working 

solution. As amostras foram vigorosamente homogeneizadas e incubadas no escuro a 37 °C 

com atmosfera de 5% CO2. Após a incubação, foram adicionados 100 µL de 1 X apoptosis wash 

buffer e as amostras foram homogeneizadas e centrifugadas a 300 g por 5 minutos. O 

sobrenadante foi removido e adicionou-se 200 µL de 1 X apoptosis wash buffer para 

ressuspender as células. Mais uma vez as amostras foram centrifugadas e ressuspendidas no 

tampão. Finalmente, foram adicionados 200 µL de 7-AAD reagent working solution e as 

amostras foram vigorosamente homogeneizadas e incubadas no escuro por 10 minutos. 

Imediatamente após a incubação, procedemos a aquisição e análise no equipamento Guava 

EasyCyte Mini (Millipore).  

 

 



35 
 

 

3.10 ENSAIO DE MIGRAÇÃO – FECHAMENTO DE FERIDA 

As células foram plaqueadas à densidade de 1 x 104 células por poço em placa de 96 poços de 

fundo chato (TPP) e mantidas a 37 °C sob atmosfera de 5% de CO2 por 48 horas até atingir a 

confluência. Uma vez confluentes, foi realizada uma pequena marca no fundo do poço com o 

WoundMaker™, um aparato que gera feridas homogêneas com diâmetro de 700-800 µm nas 

monocamadas em placas de 96 poços. Então, após o preparo das feridas, as células foram 

expostas aos compostos RF-13R e RF-13S nas concentrações de 10 µM e 20 µM por 62 horas, 

com aquisição de imagens a cada 1 hora em equipamento de microscopia de contraste de 

fase (IncuCyte Zoom – Essen Bioscience, Ann Arbor, Michigan, EUA) mantido em estufa a 37 

°C e atmosfera de 5% de CO2. O experimento foi realizado em quadruplicata e a análise do 

fechamento da área da ferida foi realizado com o software do próprio aparelho.  

 

3.11 ENSAIO DE MIGRAÇÃO / CELL TRACKING POR MICROSCOPIA EM TEMPO REAL 

Foram plaqueadas 300 células por poço em uma placa de 96 poços de fundo chato (TPP) e 

mantidas a 37 °C por 24 horas. Então, as células foram expostas aos compostos RF-13R e RF-

13S nas concentrações de 10 µM e 20 µM por 24 horas. Foram adquiridas imagens de 3 

campos por poço com intervalo de 15 minutos no equipamento IN Cell Analyser 2200 (GE). 

Como controle foi utilizado somente meio DMEM 1 % SFB. Para as análises de cell tracking, 

foram analisadas, em média, 5 células por campo, com a condição de a célula apresentar 

movimentação (mesmo que discreta) e não entrar em contato físico com as células vizinhas 

– caso isso ocorresse, o tracking só ocorreria até o momento prévio ao contato. O mesmo se 

aplica para os eventos de perda completa de adesão e/ou mitoses. O experimento foi 

realizado em quadruplicata e as análises de velocidade de migração e direcionalidade foram 

realizadas com o plugin Manual Tracking do software ImageJ61. A análise estatística foi 

realizada no software GraphPad Prism 5 usando two-way ANOVA com pós-teste de Tucker62. 
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3.12 ENSAIO DE MIGRAÇÃO – TRANSWELL 

As células foram plaqueadas à densidade de 2 x 104 células por poço em insertos de 

policarbonato (diâmetro da membrana 6,5 mm e poros de 8,0 µm – Corning, Corning, New 

York, EUA) em meio DMEM/Ham-F12 suplementado com 1% SFB contendo os compostos RF-

13R e RF-13S nas concentrações de 10 µM e 20 µM. Após 30 minutos, foram colocados 600 

µL de meio DMEM/Ham-F12 suplementado com 10% SFB na câmara inferior do sistema e a 

placa foi incubada a 37 °C por 4 horas. Após esse período, as células que não haviam migrado 

completamente para a face inferior da membrana foram removidas com um swab de algodão 

e as membranas foram fixadas com etanol 70% (Merck, Darmstadt, Hesse, Alemanha) por 10 

minutos e depois deixadas para secar por 10 minutos. As células foram coradas com cristal 

violeta (0,2% em 2% etanol) por 10 minutos e o excesso de corante foi removido com 

sucessivas lavagens em água destilada. A membrana secou naturalmente e foi removida do 

suporte com um bisturi e montada entre lâmina e lamínula com fita adesiva. As membranas 

foram analisadas em microscópio invertido de contraste de fase AMG Evos XL (Thermo Fisher 

Scientific) e foram contadas todas as células que haviam atravessado para a face inferior da 

membrana. Como controle positivo, foi usado somente meio DMEM/Ham-F12 suplementado 

com 1% de SFB (sem droga) no suporte e meio DMEM/Ham-F12 suplementado com 10% de 

SFB na câmara inferior; e como controle negativo, foi usado DMEM/Ham-F12 suplementado 

com 1% de SFB tanto no suporte quanto na câmara inferior. O experimento foi realizado em 

triplicata.  

 

3.13 ENSAIO DE MICRONÚCLEO COM BLOQUEIO DE CITOCINESE (CBMN) 

As células foram cultivadas em placas de 35 mm com lamínula, com densidade inicial de 5 x 

104 células por placa. Após 48 horas do plaqueamento, as células foram expostas aos 

compostos de telúrio RF-13R e RF-13S nas concentrações de 50 nM e 100 nM. Os 

experimentos CBMN (Cytokinesis-block micronucleus assay) foram realizados usando como 

controle negativo a ausência de tratamento e como controle positivo o tratamento com 

doxorrubicina (Sigma-Aldrich) a 1 µM (concentração definida a partir dos resultados de Dolfini 

et al.63), sendo que todos os tratamentos foram realizados na presença do inibidor de 

citocinese citocalasina B 1 µg/mL (Sigma-Aldrich). Após o tratamento por 24 horas, as células 
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foram fixadas com 3,7% formaldeído (Sigma-Aldrich) por 10 minutos, permeabilizadas por 10 

minutos com 0,5% Triton X-100 (Sigma-Aldrich) e incubadas com RNAse A (Sigma-Aldrich) 10 

µg/mL. As lâminas foram montadas com Vecta-Shield (Vector Laboratories) e iodeto de 

propídio (Sigma-Aldrich) 10 µg/mL e analisadas em microscópio de fluorescência Optiphot2 

(Nikon, Tokyo, Kantō, Japão) e então foi determinada a frequência das seguintes alterações 

nucleares: micronúcleo, broto nuclear e ponte nucleoplásmica, em 1000 células binucleadas 

– baseando-se nos critérios propostos por Fenech et al.64. A análise estatística foi realizada no 

software GraphPad Prism 5 usando two-way ANOVA com pós-teste de Bonferroni62. 

 

 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4 RESULTADOS
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4.1 ENSAIOS PRÉ-ANALÍTICOS 

Antes de iniciar os testes com os compostos de telúrio em linhagens celulares, era necessário 

determinar sua capacidade hemolítica, para verificar se os compostos não causariam lise 

celular inespecífica. Caso o composto apresentasse atividade hemolítica em baixas 

concentrações, seu uso em culturas celulares seria inviabilizado e, havendo interesse de sua 

aplicação em sistemas biológicos ou testes em animais, seria necessário um minucioso estudo 

para o desenvolvimento um sistema de entrega do composto somente na região (tecido ou 

órgão) de interesse. Entretanto, o teste mostrou atividade hemolítica somente a partir de 

concentrações próximas de 316 µM (Log[-3,5 M]), tanto para o composto RF-13R quanto para 

o composto RF-13S (Figura 3), o que permite trabalhar com concentrações até 100 µM sem 

induzir lise celular inespecífica. 

 

Figura 3 – Ensaio de atividade hemolítica para os compostos RF-13R e RF-13S. 

Após determinar a faixa de segurança para o uso dos enantiômeros em sistemas biológicos 

através do ensaio de atividade hemolítica, foi necessário estabelecer as concentrações de 

tratamento com os compostos para as linhagens utilizadas no estudo. Para isto, realizamos o 

ensaio de viabilidade por MTS (Promega), que avalia a viabilidade celular através do 

comprometimento das funções enzimáticas mitocondriais. Usando uma faixa de 

concentrações dos compostos RF-13R e RF-13S entre 100 nM e 1,0 mM (10000 vezes de 

diferença entre a concentração mais baixa e a mais alta), foi possível determinar a metade da 

concentração inibitória máxima (half maximal inhibitory concentration), conhecida como IC50, 

para cada linhagem tumoral. Como pode ser visto na figura 4, não foi possível determinar a 
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concentração inibitória dos compostos RF-13R e RF-13S para a linhagem não-tumoral NGM 

dentro da faixa de concentrações usadas (entre 100 nM e 1,0 mM), sendo que o software 

Grafit estabeleceu que o IC50 está acima da concentração de 30 µM. Já entre as linhagens de 

melanoma metastático, as linhagens HT-144, SK-Mel-19 e SK-Mel-147 apresentaram curvas 

de resposta similares, em que ambos os compostos apresentaram concentração de IC50 em 

torno de 18 µM (entre 15,3 µM e 20,2 µM), enquanto a linhagem SK-Mel-28 apresentou maior 

sensibilidade aos compostos, com IC50 de aproximadamente 9 µM (entre 8,1 µM e 9,5 µM) 

também para ambos os compostos. Os valores de IC50 dos compostos RF-13R e RF-13S para 

as linhagens de melanoma metastático estão listados na tabela 2. Os resultados mostram uma 

seletividade inespecífica dos enantiômeros para linhagens celulares tumorais, não afetando 

as funções celulares da linhagem controle não-tumoral NGM. 

Tabela 2 – IC50 dos compostos RF-13R e RF-13S para as linhagens celulares após tratamento pelo período de 24 
horas. A linhagem não-tumoral NGM não apresentou alteração em sua viabilidade, o que impossibilitou a 
determinação de seu IC50. 

Linhagem RF-13R RF-13S 

NGM >30 µM >30 µM 

HT-144 18,1±5,3 µM 15,26±3,0 µM 

SK-Mel-19 18,07±3,1 µM 19,18±3,9 µM 

SK-Mel-28 9,52±0,3 µM 8,09±0,5 µM 

SK-Mel-147 18,57±2,5 µM 20,19±2,4 µM 

 

  



41 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 –Determinação da concentração inibitória IC50 dos compostos RF-13R e RF-13S sobre as diferentes 
linhagens celulares analisadas (continua) 
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Figura 4 – Determinação da concentração inibitória IC50 dos compostos RF-13R e RF-13S sobre as diferentes 

linhagens celulares analisadas (continuação) 
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mostram células mais alongadas que as não tratadas, entretanto elas ainda mantinham a 

organização do citoesqueleto de tubulina e actina semelhante às células controle, 

apresentando fibras de estresse mesmo nas concentrações mais altas de tratamento (20 µM). 

Já as linhagens tumorais HT-144, SK-Mel-19, SK-Mel-28 e SK-Mel-147 mostravam desarranjo 

do citoesqueleto, perda da morfologia característica de cada linhagem e perda de volume 

citoplasmático; além disso, em alguns casos, era evidente também a formação de projeções 

de membrana (que a partir daqui chamaremos de blebs), mesmo nas concentrações mais 

baixas de tratamento. A presença de blebs vem acompanhada de uma extensa perda de 

volume citoplasmático, como pode ser visto nas células de todas as linhagens que apresentam 

este fenômeno.  

Na linhagem HT-144 (Figura 6), pudemos ver alterações morfológicas e formação de blebs de 

membrana mesmo na concentração de 10 µM para ambos os compostos e observamos uma 

grande quantidade de células não aderidas à superfície de cultura após o tratamento com a 

concentração mais alta dos compostos por 24 horas (observado em microscópio invertido – 

dado não mostrado). Exclusivamente na concentração de 10 µM do composto RF-13R, 

encontramos uma célula com núcleo fragmentado em corpúsculos, o que parece ser 

indicativo de apoptose, entretanto esse evento foi pontual e não foi encontrado em outras 

linhagens.  

A linhagem SK-Mel-19 (Figura 7) foi a que apresentou maior sensibilidade ao composto em 

relação à perda de adesão celular ao substrato. Essa é uma linhagem que já apresenta maior 

facilidade de soltura do substrato em relação às outras linhagens usadas neste estudo, o que 

levou a uma perda expressiva de células durante o tratamento e preparo da amostra para 

imunofluorescência, sendo que a concentração de 20 µM levou à perda de quase todas as 

células até o fim do preparo do material para a aquisição de imagens.  

Nas células controle da linhagem SK-Mel-28 (Figura 8), é possível observar as fibras de 

estresse e a rede de microtúbulos, enquanto as células tratadas apresentam 

comprometimento deste arranjo que, embora menos grave que os efeitos encontrados na 

linhagem SK-Mel-19, ainda são relevantes. Também verificamos o que parece ser uma 

hiperestabilização do citoesqueleto após tratamento com ambos os compostos na 

concentração mais baixa (10 µM), pois as células que ainda se mantinham aderidas 
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apresentavam prolongamentos derivados de comprometimento na soltura da adesão da 

porção traseira da célula, com marcação intensa de tubulina. Na concentração mais alta de 

RF-13R e nas duas concentrações de RF-13S, pudemos verificar a formação de blebs de 

membrana e aumento na intensidade de marcação de actina em algumas células.  

Finalmente, na linhagem SK-Mel-147 (Figura 9), encontramos um grande número de células 

com morfologia comprometida e com protrusões de membrana (blebs), bem como células 

com os prolongamentos iguais aos encontrados em células da linhagem SK-Mel-28.  

Os resultados encontrados no ensaio de imunofluorescência corroboram os resultados de 

ensaio de viabilidade, em que os compostos RF-13R e RF-13S parecem apresentar um efeito 

muito sutil na linhagem não-tumoral NGM, atuando seletivamente contra células tumorais, 

ainda assim de maneira inespecífica, ou seja, independente do background de mutações que 

cada linhagem apresenta, o que representa uma alternativa muito atraente para o 

tratamento de melanomas metastáticos. Além disso, o composto RF-13S parece apresentam 

um maior potencial citotóxico, causando alterações morfológicas na linhagem SK-Mel-28 

mesmo na concentração de 10 µM. 
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Figura 5 –Imagens de imunofluorescência da linhagem NGM sob efeito dos compostos RF-13R e RF-13S nas 
concentrações de 10 µM e 20 µM. Actina marcada faloidina-FITC (verde), tubulina marcada com anti-αβ-tubulina 
(anticorpo secundário mouse-CY5 – vermelho) e núcleos corados com DAPI em azul. Barras correspondem a 20 
µm. 
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Figura 6 – Imagens de imunofluorescência da linhagem HT-144 sob efeito dos compostos RF-13R e RF-13S nas 
concentrações de 10 µM e 20 µM. Actina marcada faloidina-FITC (verde), tubulina marcada com anti-αβ-tubulina 
(anticorpo secundário mouse-CY5 – vermelho) e núcleos corados com DAPI em azul. Barras correspondem a 20 
µm. 
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Figura 7 – Imagens de imunofluorescência da linhagem SK-Mel-19 sob efeito dos compostos RF-13R e RF-13S 
nas concentrações de 10 µM e 20 µM. Actina marcada faloidina-FITC (verde), tubulina marcada com anti-αβ-
tubulina (anticorpo secundário mouse-CY5 – vermelho) e núcleos corados com DAPI em azul. Barras 
correspondem a 20 µm. 
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Figura 8 – Imagens de imunofluorescência da linhagem SK-Mel-28 sob efeito dos compostos RF-13R e RF-13S 
nas concentrações de 10 µM e 20 µM. Actina marcada faloidina-FITC (verde), tubulina marcada com anti-αβ-
tubulina (anticorpo secundário mouse-CY5 – vermelho) e núcleos corados com DAPI em azul. Barras 
correspondem a 20 µm. 
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Figura 9 – Imagens de imunofluorescência da linhagem SK-Mel-147 sob efeito dos compostos RF-13R e RF-13S 
nas concentrações de 10 µM e 20 µM. Actina marcada faloidina-FITC (verde), tubulina marcada com anti-αβ-
tubulina (anticorpo secundário mouse-CY5 – vermelho) e núcleos corados com DAPI em azul. Barras 
correspondem a 20 µm.  
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4.3 AVALIAÇÃO MORFOMÉTRICA – CIRCULARIDADE 

Um resultado relevante encontrado nos experimentos de imunofluorescência foi a indução 

de blebs de membrana nas células tumorais após o tratamento com os enantiômeros. A fim 

de validar este resultado, realizamos uma análise morfométrica de células da linhagem SK-

Mel-147, que apresentou alterações expressivas na análise de imunofluorescência, no 

aparelho Amnis (GE Healthcare, EUA). Este equipamento consiste em um citômetro de fluxo 

com um sistema de fotodocumentação acoplado, que captura imagens de cada evento (cada 

célula que passa pelo detector) em tempo real, por um microscópio de contraste de fase e 

fluorescência, ou seja, cada evento gera, além de um ponto em gráfico dot plot, imagens (uma 

em contraste de fase e uma imagem de fluorescência para cada canal que estiver sendo 

adquirido). Assim sendo, a partir dos gates que vão sendo feitos para delimitar a população 

de interesse dentro da amostra, é possível eliminar da análise células mortas e debris, bem 

como células hipertetraploides e grumos de células. Desse modo, pudemos avaliar o perfil de 

circularidade de uma população muito bem definida a partir de parâmetros diversos, como 

conteúdo de DNA e dimensão celular.  

Esta análise é relevante para quantificar o processo de perturbação morfológica, pois analisa 

células individualmente e as caracteriza com base em algoritmos do próprio aparelho, o que 

torna os resultados menos propensos a erros derivados da subjetividade do operador, como 

por exemplo em contagens de células ao microscópio de luz ou fluorescente.  

A partir dos dados já adquiridos e refinados com os gates, pudemos estabelecer duas 

populações, com base na morfologia avaliada sob microscopia de contraste de fase: uma 

população de alta circularidade e uma população de baixa circularidade (Figura 10). Este 

parâmetro é baseado na razão dos raios da célula em diferentes orientações, ou seja, uma 

célula arredondada, sem formação de blebs – vale lembrar que neste ensaio todas as células 

estão soltas e, por princípio, arredondadas – apresentaria uma diferença muito pequena 

entre os seus raios, independentemente do plano analisado, enquanto uma célula que 

apresenta blebs de membrana vai ter diferenças entre os seus raios (Figura 11). 
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Figura 10 – Fotomicrografias de contraste de fase de células representativas de cada população. Do lado 
esquerdo, podemos ver exemplares de células com alto grau de circularidade, e do lado direito, exemplares de 
baixo grau de circularidade, evidenciando a presença de blebs de membrana (eventos 56, 57, 1251), bem como 
a presença de agregados de células (evento 1257). 

 

Figura 11 – Parâmetro analisado pelo software do aparelho Amnis (GE) para a determinação do grau de 
circularidade da célula. Fonte: Folder de divulgação do aparelho. (Adaptado do folder de divulgação do 
aparelho). 

 

Com base nesta distinção, analisamos a frequência normalizada dessas duas populações na 

amostra e pudemos verificar na figura 12 que, mesmo no controle, há uma proporção 

considerável de células com baixa circularidade. Foi interessante encontrar, portanto, uma 

diminuição na frequência de células de baixa circularidade após o tratamento com o 

composto RF-13R a 10 µM, o que sugere uma diminuição da formação de blebs neste 

tratamento; entretanto, é possível que as células com os blebs tenham sido excluídas dos 
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parâmetros nos sucessivos gates até a obtenção da população a ser analisada. 

Diferentemente, o composto RF-13S induz aumento na frequência de células de baixa 

circularidade mesmo na concentração mais baixa (10 µM), induzindo um pico até mesmo 

maior que o encontrado na concentração de 20 µM.  

O tratamento com a concentração de 20 µM de ambos os compostos também induziu 

aumento da frequência de células com baixa circularidade, condizente com um efeito 

concentração-dependente. Estes resultados apontam para uma diferença no potencial 

destrutivo dos enantiômeros, com o composto RF-13S apresentando capacidade de induzir a 

formação de blebs na concentração de 10 µM, em concordância com os resultados 

encontrados no ensaio de imunofluorescência. 

 

Figura 12 – Análise morfométrica de células da linhagem SK-Mel-147. Os gráficos mostram a frequência 
normalizada de populações com baixa (low) e alta (high) circularidade após o tratamento com os compostos RF-
13R e RF-13S nas concentrações de 10 µM (R10 e S10) e 20 µM (R20 e S20). 
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4.4 ALTERAÇÕES MORFOLÓGICAS – MICROSCOPIA EM TEMPO REAL 

Para avaliar o processo de formação dos blebs e os eventos que se sucedem, realizamos um 

ensaio de microscopia em tempo real com células das linhagens SK-Mel-28 e SK-Mel-147. 

Usamos estas duas linhagens pois todas as linhagens celulares de melanoma metastático 

apresentaram níveis similares de perturbação de citoesqueleto na análise de 

imunofluorescência; portanto, reduzimos a análise para um número menor de linhagens, 

utilizando uma linhagem com um grau mais baixo de mutações (SK-Mel-147 – NRASQ61R) e 

uma linhagem com mutações em diferentes genes-chave para o desenvolvimento e 

estabelecimento de um fenótipo metastático mais agressivo (SK-Mel-28 – BRAFV600E, 

PTENT167A e p53L145R/R273H). 

Para o ensaio, as células foram tratadas com os enantiômeros RF-13R e RF-13S nas 

concentrações de 10 µM e 20 µM e a progressão das alterações morfológicas foi 

acompanhada durante o período de 65 horas, com captura de imagens a cada 30 minutos. As 

figuras 13 e 14 são representativas do status de cada tratamento para as linhagens SK-Mel-

147 e SK-Mel-28, respectivamente.  

 Na linhagem SK-Mel-147 (figura 13), as alterações morfológicas começaram a aparecer a 

partir de 13 horas de tratamento, período no qual algumas células perdiam adesão celular e 

morfologia típica, sendo que o processo desde a primeira movimentação atípica até o 

completo arredondamento da célula durava em torno de 3 horas. Todos os tratamentos 

apresentaram aproximadamente as mesmas condições de tempo de estabelecimento das 

alterações, entretanto a concentração mais alta (20 µM) dos compostos tinha efeitos mais 

graves comparados à concentração de 10 µM. Entre os compostos, também encontramos 

diferenças expressivas: o composto RF-13S apresentou efeitos mais drásticos que seu 

enantiômero, comprometendo mais de 90% das células até o fim do período de observação 

das células tratadas com a concentração de 20 µM. 

Já na linhagem SK-Mel-28 (Figura 14), do mesmo modo que nos ensaios de 

imunofluorescência, os compostos não apresentaram efeitos tão graves quanto os 

encontrados na linhagem SK-Mel-147, não havendo tantas células com perda de morfologia 

característica e desenvolvimento de blebs; entretanto, as células que apresentaram 

alterações, começaram a apresentar perda de morfologia típica em um tempo mais curto (6 
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horas de tratamento). Um evento que parece ser consistente nesta linhagem é que algumas 

células encontram dificuldade em soltar as adesões da parte posterior da célula e, após 

estiramento, a adesão posterior se solta ou se rompe, mas em ambos os cenários a célula 

entra em colapso e perde completamente a morfologia característica e desenvolve blebs de 

membrana. Além disso, no tratamento com o composto RF-13S na concentração de 20 µM, 

pudemos verificar em algumas células várias projeções pequenas (como pseudópodos) em 

todo o perímetro da adesão ao substrato, embora nenhuma delas maturasse, resultando em 

uma célula não-migratória.  

Outro evento relevante encontrado em ambas as linhagens foi que, embora 

proporcionalmente em baixa quantidade, células multinucleadas ou com grande volume 

citoplasmático eram as primeiras a entrar em colapso, o que pode estar relacionado com um 

alto grau de instabilidade genética e alta atividade metabólica, respectivamente. Em suma, 

os resultados mostram que, mesmo sofrendo efeitos menos graves que a linhagem SK-Mel-

147, a linhagem SK-Mel-28 também apresentou uma diferença de resposta entre os 

compostos RF-13R e RF-13S, com o último apresentando efeitos mais drásticos em relação ao 

anterior. 
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Figura 13 – Fotomicrografias de células da linhagem SK-Mel-147 tratadas com os compostos RF-13R e RF-13S 
nas concentrações de 10 µM e 20 µM. Cada imagem deste painel foi obtida em um tempo entre o período de 
33 horas e 40 horas e 30 minutos. O período total de aquisição foi de 65 horas. No controle, as células 
arredondadas estão sofrendo mitose.  As setas evidenciam a presença de blebs de mebrana. 
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Figura 14 – Fotomicrografias de células da linhagem SK-Mel-28 tratadas com os compostos RF-13R e RF-13S nas 
concentrações de 10 µM e 20 µM. Cada imagem deste painel foi obtida em um tempo entre o período de 12  
horas e 30 minutos  e 48 horas e 30 minutos. O período total de aquisição foi de 65 horas. No controle, as células 
arredondadas estão sofrendo mitose.  As setas brancas evidenciam a presença de blebs de mebrana e as setas 
pretas evidenciam prolongamentos resultantes da deficiência na soltura da adesão ceular. 
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4.5 CICLO CELULAR 

Juntamente com as alterações morfológicas, analisamos o perfil de ciclo celular das linhagens 

tumorais tratadas com os enantiômeros de telúrio RF-13R e RF-13S nas mesmas 

concentrações de 10 µM e 20 µM por 24 horas. Diferentemente dos resultados de morfologia 

encontrados, que apresentavam relativa consistência entre as diferentes linhagens até então, 

os ensaios de ciclo celular apresentaram dois tipos de resposta dependendo da linhagem 

celular: aumento de população G2/M ou discreto aumento de população G1 (porcentagem 

de células em cada fase do ciclo listada na tabela 3). 

Nesta abordagem, é possível avaliar o perfil de ciclo celular e suas alterações, que levam ao 

acúmulo de células em uma determinada fase, como, por exemplo: um bloqueio em mitose 

leva ao acúmulo de população em fase G2/M, ou uma situação de privação de nutrientes faz 

com que as células parem de proliferar, levando ao acúmulo de população em G1. Assim 

sendo, o objetivo desta análise é verificar se, além da indução de alterações morfológicas, 

essas organoteluranas induzem alguma perturbação na progressão do ciclo celular.  

Na linhagem HT-144 (Figura 15), pudemos verificar um aumento da população G2/M em 

todos os tratamentos, com efeitos concentração-dependentes – a concentração de 20 µM 

induz maior acúmulo de células em G2/M (42,88% para R20 e 40,74% para S20) que a 

concentração de 10 µM (34,91% para R10 e 34,74% para S10), quando comparadas ao 

controle (26,94% de população em G2/M). Isto pode ser visto claramente nos histogramas da 

figura 15, em que os picos G1 (em vermelho) diminuem em relação ao controle, enquanto o 

pico G2/M, embora não aumente muito em tamanho, apresenta uma base mais larga.  

Similarmente, a linhagem SK-Mel-19 (Figura 16) apresentou aumento de população G2/M, 

porém somente na concentração de 20 µM de ambos os compostos, com 43,14% da 

população em G2/M para R20 e 32,71% para S20, comparado com 23,52% do controle. Todos 

os tratamentos diminuíram os picos de G1, porém o tratamento com o composto RF-13R na 

concentração de 20 µM levou a uma ablação do pico G1, sendo que 43,14% das células 

estavam em G2/M e 36,88% estavam em S, com somente 12,95% de células em G1 (no 

controle, 54,75% das células se apresentavam na fase G1). 
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Já a linhagem SK-Me-28 (Figura 17) apresentou um aumento de população G1 na 

concentração mais alta de ambos os compostos (20 µM), passando de 63,09% no controle 

para 72,30% no tratamento com R20 e 67,02% com S20, bem como diminuição de população 

em fase S. Do mesmo modo, a linhagem SK-Mel-147 (Figura 18) apresentou aumento de 

população G1 em todos os tratamentos, sendo mais expressivo na concentração de 20 µM do 

composto RF-13R (67,72%) e ambas as concentrações do composto RF-13S (66,23% para 

10µM e 66,67% para 20 µM), contra 59,09% de população em G1 para o controle; estes 

resultados obtidos para a linhagem SK-Mel-147 vêm ao encontro daqueles obtidos nas 

análises citotóxicas e morfológicas, que mostravam um efeito mais potente do composto RF-

13S (capaz de induzir alterações na concentração de 10 µM). 

Embora as condições encontradas nas linhagens SK-Mel-28 e SK-Mel-147 sejam mais sutis do 

que as encontradas para as linhagens HT-144 e SK-Mel-19, ambas as condições parecem ser 

responsáveis por alterações expressivas na homeostase celular. Os resultados obtidos para 

as linhagens HT-144 e SK-Mel-19 mostram efeitos de perturbação levando a parada do ciclo 

em fase G2/M, enquanto as linhagens SK-Mel-28 e SK-Mel-147 apresentaram aumento de 

população em fase G1. Em suma, os resultados parecem apontar para uma indução de 

bloqueio de progressão de ciclo celular pelos compostos RF-13R e RF-13S em diferentes 

pontos dependendo da linhagem celular, o que provavelmente corresponde a diferentes 

mecanismos de ação dos mesmos compostos nas diferentes linhagens celulares. Deve-se 

também levar em conta que os resultados encontrados na linhagem SK-Mel-19 (diminuição 

expressiva de população em fase G1) podem ser derivados da própria sensibilidade da 

linhagem às manipulações (plaqueamento, tratamento, mudança de temperatura), que já 

foram empecilhos para outros experimentos. 
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Tabela 3 – Porcentagem de células em cada fase do ciclo celular para as diferentes linhagens celulares após 
tratamento com os compostos RF-13R e RF-13S nas concentrações de 10 µM e 20 µM 

Linhagem Fase ciclo Controle R10 R20 S10 S20 

HT-144 
G2/M 26,94 34,91 42,88 34,74 40,74 
S 14,86 11,72 9,59 12,15 15,90 
G1 57,75 51,90 45,26 51,66 39,43 

SK-Mel-19 
G2/M 23,52 24,76 43,14 25,46 32,71 
S 20,24 25,21 36,88 20,65 20,43 
G1 5475 48,44 12,95 52,63 43,31 

SK-Mel-28 
G2/M 23,27 25,55 17,68 22,96 25,25 

S 13,20 13,08 8,70 12,74 6,68 
G1 63,09 60,64 72,30 63,35 67,02 

SK-Mel-147 
G2/M 27,52 25,70 25,12 24,11 25,60 

S 13,15 9,39 6,79 9,18 7,34 

G1 59,09 64,60 67,72 66,23 66,67 
 

 

 

 

. 

 

 



60 
 

 

 

 Figura 15 – Ciclo celular da linhagem HT-144. No canto superior esquerdo, o gráfico com a porcentagem de 
células em cada fase do ciclo celular. Os outros histogramas foram extraídos diretamente do software de análise 
Guava Express Pro e as cores de cada região correspondem às cores do gráfico (vermelho: fase G1; azul: fase S; 
rosa: fases G2/M); Regiões de cor verde estão fora da análise. 
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Figura 16 – Ciclo celular da linhagem SK-Mel-19. No canto superior esquerdo, o gráfico com a porcentagem de 
células em cada fase do ciclo celular. Os outros histogramas foram extraídos diretamente do software de análise 
Guava Express Pro e as cores de cada região correspondem às cores do gráfico (vermelho: fase G1; azul: fase S; 
rosa: fases G2/M); Regiões de cor verde estão fora da análise. 
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Figura 17 – Ciclo celular da linhagem SK-Mel-28. No canto superior esquerdo, o gráfico com a porcentagem de 
células em cada fase do ciclo celular. Os outros histogramas foram extraídos diretamente do software de análise 
Guava Express Pro e as cores de cada região correspondem às cores do gráfico (vermelho: fase G1; azul: fase S; 
rosa: fases G2/M); Regiões de cor verde estão fora da análise. 
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Figura 18 – Ciclo celular da linhagem SK-Mel-147. No canto superior esquerdo, o gráfico com a porcentagem de 
células em cada fase do ciclo celular. Os outros histogramas foram extraídos diretamente do software de análise 
Guava Express Pro e as cores de cada região correspondem às cores do gráfico (vermelho: fase G1; azul: fase S; 
rosa: fases G2/M); Regiões de cor verde estão fora da análise. 
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4.6 MORTE CELULAR 

Além da perda de morfologia característica, o tratamento com os compostos RF-13R e RF-13S 

mostravam consistentemente a indução de perda de adesão celular ao substrato, com uma 

porcentagem expressiva da população em suspensão no meio de cultura após o tratamento. 

Para verificar se as alterações morfológicas e a perda de adesão ao substrato estavam 

associadas ao processo de morte celular programada por via apoptótica, realizamos o 

experimento de detecção de caspase 9 ativada (Guava® Caspase Kit – Millipore, EUA). Este 

experimento baseia-se na ativação de uma molécula da cascata de sinalização de apoptose 

da via intrínseca (caspase 9) e o comprometimento da integridade de membrana, verificado 

através da penetração do corante 7-AAD nas células com membrana não-íntegra. 

Avaliando-se estes dois parâmetros (quantidade de caspase ativada e integridade de 

membrana), pode-se inferir os diferentes estágios de progressão apoptótica em que as células 

se encontram (Figura 19), variando de apoptose intermediária (marcação positiva para 

caspase ativada e membrana íntegra) e apoptose tardia (marcação positiva para caspase 

ativada e perda de integridade de membrana), além de necrose (perda de integridade de 

membrana sem marcação de caspase ativada). Na fase inicial de apoptose, as células não 

apresentam marcação intensa para nenhum dos dois corantes, não sendo possível diferenciá-

las das células viáveis.  

Uma vez que verificamos em experimentos anteriores que o número de células soltas após o 

tratamento com os compostos nas concentrações de 10 µM e 20 µM era muito alto, 

inicialmente decidimos usar concentrações abaixo do IC50 mais baixo (SK-Mel-28 – 9 µM), com 

1 µM e 5 µM pelo período de 24 horas nas linhagens SK-Mel-28 (Figura 20) e SK-Mel-147 

(Figura 21); entretanto, essas concentrações não apresentaram aumento de marcação 

positiva para apoptose (a porcentagem de células em cada estágio de apoptose para os 

tratamentos com as concentrações de 1 µM e 5 µM estão listados na tabela 4). Por essa razão, 

decidimos retomar as concentrações de 10 µM e 20 µM para o tratamento com os compostos 

pelo período de 24 horas. Para todas as linhagens, usamos como controle negativo somente 

meio de cultura suplementado com 10% de SFB, e como controle positivo de apoptose, 

expusemos as células a radiação ultravioleta durante o período de 5 minutos. 
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Figura 19 – modelo de gráfico de avaliação de apoptose por kit Guava® Caspase Kit. Cada quadrante representa 
uma diferente condição de viabilidade ou progressão de morte celular.  

 

A linhagem SK-Mel-19 (Figura 22) apresentou indução de apoptose somente na concentração 

de 20 µM do composto RF-13R, com 91% de células em apoptose tardia. Este resultado 

coincide com o encontrado no ciclo celular, em que o tratamento com o composto RF-13R a 

20 µM apresentou os efeitos mais graves de perturbação de ciclo celular.  

Já a linhagem SK-Mel-28 (Figura 23) apresentou indução de apoptose na concentração de 20 

µM de ambos os compostos, com 75% de células em apoptose tardia após o tratamento com 

o composto RF-13R e 44% com o composto RF-13S. Ao se observar este resultado, deve-se 

levar em conta o fato de que o IC50 destes enantiômeros para a linhagem SK-Mel-28 é de 

aproximadamente 9 µM, ou seja, a concentração que causou indução de apoptose é maior 

que o dobro do IC50, enquanto a concentração de 10 µM de nenhum dos dois compostos 

induziu apoptose expressiva nesta linhagem, com 1,96% de apoptose tardia para o 

tratamento com o composto RF-13R e 2,6% com o composto RF-13S 

Em oposição às outras duas linhagens analisadas, a linhagem SK-Mel-147 (Figura 24) não 

sofreu indução de apoptose em nenhuma das concentrações de ambos os compostos, o que 
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indica que, embora em todas as linhagens haja alterações morfológicas muito nítidas, as 

células em suspensão no meio de cultura encontradas após o tratamento com os compostos 

não parecem estar obrigatoriamente sofrendo um processo de morte celular programada 

(exceto em SK-Mel-28, que apresenta IC50 mais baixo), mas sim a perda de adesão celular ao 

substrato. Entretanto, apesar da perda de adesão ao substrato, as células não sofrem o 

processo de apoptose, uma vez que células tumorais costumam apresentar resistência a 

anoikis (morte celular decorrente de perda de adesão ao substrato). A porcentagem de 

células em cada estágio de apoptose para os tratamentos nas concentrações de 10 µM e 20 

µM estão listados na tabela 5. 

Tabela 4 – Perfil de morte celular programada nas linhagens SK-Mel-28 e SK-Mel-147 após tratamento com os 
compostos RF-13R e RF-13S nas concentrações de 1 µM e 5 µM. 

 

 

 

 

 

Linhagem/Tratamento Células vivas Apoptose 

interm. 

Apoptose 

tardia 

Necrose 

SK-Mel-28     

Controle negativo 95,86% 2,12% 1,22% 0,80% 

Controle positivo 23,42% 4,38% 67,78% 4,42% 

RF-13R 1 µM 95,16% 2,88% 1,30% 0,66% 

RF-13R 5 µM 94,16% 3,54% 1,42% 0,88% 

RF-13S 1 µM 95,14% 2,50% 1,20% 1,16% 

RF-13S 5 µM 95,40% 2,70% 1,24% 0,66% 

     

SK-Mel-147     

Controle negativo 98,00% 0,54% 0,52% 0,94% 

Controle positivo 72,66% 2,24% 15,34% 9,76% 

RF-13R 1 µM 97,06% 1,42% 0,68% 0,84% 

RF-13R 5 µM 97,68% 0,80% 0,64% 0,88% 

RF-13S 1 µM 97,70% 0,90% 0,60% 0,80% 

RF-13S 5 µM 97,30% 0,90% 0,70% 1,10% 
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Tabela 5 – Perfil de morte celular programada nas linhagens SK-Mel-19, SK-Mel-28 e SK-Mel-147 após 
tratamento com os compostos RF-13R e RF-13S nas concentrações de 10 µM e 20 µM. 

Linhagem/Tratamento Células vivas Apoptose 

interm. 

Apoptose 

tardia 

Necrose 

SK-Mel-19     

Controle negativo 92,64% 3,94% 2,88% 0,54% 

Controle positivo 39,16% 1,92% 52,90% 6,02% 

RF-13R 10 µM 92,44% 4,30% 2,90% 0,36% 

RF-13R 20 µM 6,10% 3,00% 90,46% 0,44% 

RF-13S 10 µM 92,78% 4,42% 2,30% 0,50% 

RF-13S 20 µM 91,44% 3,48% 4,48% 0,60% 

     

SK-Mel-28     

Controle negativo 94,48% 1,30% 3,17% 1,05% 

Controle positivo 28,34% 7,58% 58,94% 5,14% 

RF-13R 10 µM 96,38% 1,18% 1,96% 0,48% 

RF-13R 20 µM 14,32% 10,26% 74,74% 0,68% 

RF-13S 10 µM 95,24% 1,44% 2,60% 0,72% 

RF-13S 20 µM 42,10% 11,28% 43,82% 2,26% 

     

SK-Mel-147     

Controle negativo 98,52% 0,70% 0,52% 0,26% 

Controle positivo 48,50% 2,02% 43,04% 6,44% 

RF-13R 10 µM 98,70% 0,54% 0,60% 0,16% 

RF-13R 20 µM 93,00% 1,32% 3,90% 1,78% 

RF-13S 10 µM 98,32% 0,92% 0,62% 0,14% 

RF-13S 20 µM 98,24% 0,42% 0,98% 0,36% 
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Figura 20 – Ensaio de morte celular por ativação de caspase-9 na linhagem SK-Mel-28 nas concentrações de 1 
µM e 5 µM. A: Controle negativo. B: Controle positivo. C: RF-13R 1 µM. D: RF-13R 5 µM. E: RF-13S 1 µM. F: RF-
13S 5 µM.  
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Figura 21 – Ensaio de morte celular por ativação de caspase-9 na linhagem SK-Mel-147 nas concentrações de 1 
µM e 5 µM. A: Controle negativo. B: Controle positivo. C: RF-13R 1 µM. D: RF-13R 5 µM. E: RF-13S 1 µM. F: RF-
13S 5 µM. 
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Figura 22 – Ensaio de morte celular por ativação de caspase-9 na linhagem SK-Mel-19 nas concentrações de 10 
µM e 20 µM. A: Controle negativo. B: Controle positivo. C: RF-13R 10 µM. D: RF-13R 20 µM. E: RF-13S 10 µM. F: 
RF-13S 20 µM. 



71 
 

 

 
Figura 23 –  Ensaio de morte celular por ativação de caspase-9 na linhagem SK-Mel-28 nas concentrações de 10 
µM e 20 µM. A: Controle negativo. B: Controle positivo. C: RF-13R 10 µM. D: RF-13R 20 µM. E: RF-13S 10 µM. F: 
RF-13S 20 µM. 
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Figura 24 – Ensaio de morte celular por ativação de caspase-9 na linhagem SK-Mel-147 nas concentrações de 
10 µM e 20 µM. A: Controle negativo. B: Controle positivo. C: RF-13R 10 µM. D: RF-13R 20 µM. E: RF-13S 10 
µM. F: RF-13S 20 µM. 
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4.7 ENSAIO DE FECHAMENTO DE FERIDA 

Realizamos o ensaio de fechamento de ferida para verificar se havia comprometimento no 

processo de migração das linhagens SK-Mel-28 e SK-Mel-147 após o tratamento com os 

compostos RF-13R e RF-13S nas concentrações de 10 µM e 20 µM. O experimento foi 

realizado no equipamento IncuCyte Zoom (Essen Bioscience), cujo diferencial é uma 

plataforma que permite a padronização da largura da ferida gerada (700-800 µm), em 

oposição à grande variação encontrada quando realizamos a ferida com ponteiras plásticas. 

Isto permitiu uma padronização muito maior do preparo da amostra, além do fato de as 

análises serem realizadas com o software do próprio aparelho. A partir das imagens 

adquiridas de hora em hora, é produzido um vídeo com destaque artificial para as mudanças 

encontradas durante o tempo. Imagens ilustrativas das alterações são fornecidas na imagem 

25, que mostra os quadros do vídeo em intervalos de 12 horas de aquisição. 

O intuito da realização de um ensaio de fechamento de ferida é verificar, como o próprio 

nome já diz, o fechamento de uma descontinuidade em monocamada confluente de células 

e, a partir do comportamento destas, inferir os efeitos de compostos sobre o processo de 

migração. Neste experimento, partimos de feridas de largura padronizada e avaliamos os 

seguintes parâmetros: (a) densidade celular na ferida, ou seja, o número de células que 

migram para ocupar o espaço aberto pela ferida; (b) confluência da ferida – quantidade de 

células por área; e (c) largura da ferida, ou seja, a distância entre as bordas da ferida; e os 

dados foram plotados em um gráfico em que o eixo x representa o tempo e o eixo y as 

medidas. 

Como podemos ver nas figuras 26 e 27, os controles positivo (meio DMEM/Ham-F12 

suplementado com 1% de SFB) e negativo (meio DMEM/Ham-F12 suplementado com 10% de 

SFB) apresentaram um perfil de progressão muito similar entre si para os três parâmetros 

analisados em ambas as linhagens.  

Para a linhagem SK-Mel-28 (Figura 26), os parâmetros densidade, confluência e largura da 

ferida para o tratamento com o composto RF-13R na concentração mais baixa (10 µM) 

acompanharam de perto os dos controles. Já a concentração mais alta (20 µM) do composto 

RF-13R e ambas as concentrações do composto RF-13S apresentaram diferenças entre si: 

podemos ver que não há recuperação de densidade e confluência da ferida após o tratamento 
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com R20, S10 e S20, bem como a diminuição da largura da ferida, que corresponderia à 

migração das células a partir das bordas.  

Na linhagem SK-Mel-147 (Figura 27), mesmo a concentração mais baixa do composto RF-13R 

(10 µM) já leva à alteração dos parâmetros analisados, com aumento da diferença nos 

tratamentos R20, S10 e S20. Entretanto, após o tratamento da linhagem com o composto RF-

13S na concentração de 20 µM, podemos verificar ainda um aumento na largura da ferida, 

por consequência da extensiva perda de adesão das células expostas a essa concentração do 

enantiômero.  
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Figura 25 – Exemplo de ensaio de fechamento de ferida. Imagens de microscopia de contraste de fase com realce 
artificial mostrando o progresso de migração durante o fechamento da ferida na condição controle da linhagem 
SK-Mel-147. O primeiro quadro foi adquirido em tempo T 0h e os quadros conseguintes apresentam intervalos 
de 12 horas entre si. Em amarelo está representada a ferida e em azul as camadas de migração a partir das 
bordas e o fechamento da ferida sobre os quais as informações são medidas. Barra de tamanho representa 300 
µm. 
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Figura 26 – Ensaio de fechamento de ferida na linhagem SK-Mel-28 tratada com os compostos RF-13R e RF-13S 
nas concentrações de 10 µM e 20 µM. Foram avaliados os parâmetros de densidade, confluência e largura da 
ferida. Os gráficos mostram a progressão destes durante o período de 62 horas. CN: Controle negativo; CP: 
Controle positivo.   

 

 

Figura 27 – Ensaio de fechamento de ferida na linhagem SK-Mel-147 tratada com os compostos RF-13R e RF-13S 
nas concentrações de 10 µM e 20 µM. Foram avaliados os parâmetros de densidade, confluência e largura da 
ferida. Os gráficos mostram a progressão destes durante o período de 62 horas. Notar que, diferentemente dos 
controles, após o tratamento com a concentração mais alta do composto RF-13R e ambas as concentrações do 
composto RF-13S, o diâmetro da ferida não diminui e chega a aumentar bruscamente no tratamento S20, 
consistente com a perda de adesão e morfologia das células. CN: Controle negativo; CP: Controle positivo.   
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4.8 MIGRAÇÃO EM TRANSWELL 

A fim de verificar a capacidade migratória das células frente o tratamento com as 

organoteluranas, realizamos ensaios de migração em transwell. Este experimento baseia-se 

na habilidade das células em buscar condições que satisfaçam suas necessidades metabólicas: 

uma membrana de policarbonato ou nitrocelulose com poros de diâmetro definido (entre 0,4 

µm e 8,0 µm) separa dois ambientes – um ambiente rico em nutrientes na porção inferior da 

câmara e outro pobre na porção superior. Esta barreira física exige que a célula seja capaz de 

promover adesões ao substrato, se movimentar nesta superfície e mudar sua conformação 

estrutural a fim de atravessar o poro em direção ao meio mais propício para sua proliferação, 

mantendo-se aderida à face inferior da membrana (Figura 28). 

 

Figura 28 – Fotomicrografia de células coradas com cristal violeta aderidas à face inferior da membrana de 
policarbonato, visualizado em microscópio invertido de contraste de fase. Após a coloração com cristal violeta, 
contam-se as células que migraram para a face inferior da membrana (setas). Barra representa 200 µm. 

 

Para a linhagem SK-Mel-28 (Figura 29), pudemos verificar que o composto RF-13R na 

concentração de 10 µM e o composto RF-13S em ambas as concentrações foram capazes de 

inibir a capacidade migratória das células, sendo que a concentração de 20 µM do composto 

RF-13S levou a um número de células na membrana inferior similar ao número de células 

presentes no controle negativo (meio de cultura com 1% SFB em ambas as câmaras).  
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Já para a linhagem SK-Mel-147 (figura 30), somente o composto RF-13S em sua concentração 

mais alta (20 µM) foi capaz de inibir de maneira significativa essa capacidade, enquanto a 

concentração de 20 µM do composto RF-13R levou a um aumento na migração de células 

para a face inferior da membrana. Em ambas as linhagens, pudemos verificar um efeito 

concentração-dependente para o composto RF-13S, com a concentração mais alta atingindo 

um número de células na face inferior próximo ao do controle negativo. 

 

 

 

 

Figura 29 – Ensaio de migração em transwell para células da linhagem SK-Mel-28 tratadas com os compostos 
RF-13R e RF-13S nas concentrações de 10 µM e 20 µM em 1% de SFB. Foram usados 10% de SFB como 
quimioatraente e foram contadas todas as células que atravessaram a membrana de policarbonato. Foi realizada 
a análise One-Way ANOVA com pós-teste de Tuckey. Barras representam o desvio padrão. *: p < 0,05; **: p < 
0,01; ***: p < 0,001. 
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Figura 30 – Ensaio de migração em transwell para células da linhagem SK-Mel-147 tratadas com os compostos 
RF-13R e RF-13S nas concentrações de 10 µM e 20 µM em 1% de SFB. Foram usados 10% de SFB como 
quimioatraente e foram contadas todas as células que atravessaram a membrana de policarbonato. Foi realizada 
a análise One-Way ANOVA com pós-teste de Tuckey. Barras representam o desvio padrão. **: p < 0,01; ***: p < 
0,001. 

 

4.9 TIME LAPSE – DIRECIONALIDADE E VELOCIDADE 

Também realizamos a avaliação de direcionalidade e velocidade de células das linhagens SK-

Mel-28 e SK-Mel-147 sob a ação dos compostos RF-13R e RF-13S nas concentrações de 10 µM 

e 20 µM durante 24 horas. Neste experimento, era necessário acompanhar células 

individualmente, sem que elas se tocassem durante todo o período de análise; deste modo, 

plaqueamos as células a uma densidade bem mais baixa que a usada para os outros 

experimentos, assim as células poderiam movimentar-se na placa com menores chances de 

interagir fisicamente umas com as outras. 

Após a geração dos vídeos de time lapse, pudemos rastrear a migração de células 

individualizadas com o auxílio do plugin Cell Tracking do software ImageJ. Para isso, 

acompanhamos aproximadamente 3 células/placa em 5 placas, com um total de, no mínimo, 

15 células, e calculamos os parâmetros velocidade e direcionalidade. A velocidade era 

determinada pela distância que a célula havia percorrido dentro de um determinado período 
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de tempo, enquanto a direcionalidade representa o quanto a célula migrou em uma direção 

específica. 

Como podemos ver nas figuras 31 e 32, o tratamento com os compostos RF-13R e RF-13S 

parecem não induzir alterações estatisticamente significativas no padrão de migração 

direcional das células, apresentando até um sutil aumento na direcionalidade de células da 

linhagem SK-Mel-28 tratadas com o composto RF-13S a 20 µM. 

Já o parâmetro velocidade apresentou alterações relevantes após o tratamento com os 

compostos nas duas linhagens analisadas: para a linhagem SK-Mel-147 (figura 33). As 

concentrações de 10 µM tanto do composto RF-13R quanto do composto RF-13S não 

apresentaram diferença estatisticamente significativa em relação ao controle; entretanto, as 

concentrações mais altas de ambos os compostos apresentaram diminuição expressiva na 

velocidade de migração.  

Na linhagem SK-Mel-28 (figura 34), os efeitos são expressivos em todos os tratamentos, sendo 

que a concentração de 20 µM de ambos os compostos induz um comprometimento maior 

que a concentração mais baixa (10 µM); além disso, o composto RF-13S parece ser mais 

potente que o composto RF-13R no comprometimento da velocidade de migração das células 

da linhagem SK-Mel-28, o que vem ao encontro dos resultados obtidos nos outros 

experimentos.  
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Figura 31 – Avaliação de direcionalidade de células da linhagem SK-Mel-147 tratadas com os compostos RF-13R 
e RF-13S nas concentrações de 10 µM e 20 µM em 1% de SFB. No controle, foi usado meio de cultura sem adição 
de compostos. Foram analisadas no mínimo três células por vídeo e o experimento foi realizado em triplicata. 
Somente células individualizadas que não tiveram contato físico com nenhuma outra célula foram consideradas 
para o acompanhamento. Foi realizada a análise One-Way ANOVA com pós-teste de Tuckey. Barras representam 
o desvio padrão. 

 

 
Figura 32 – Avaliação de direcionalidade de células da linhagem SK-Mel-28 tratadas com os compostos RF-13R 
e RF-13S nas concentrações de 10 µM e 20 µM em 1% de SFB. No controle, foi usado meio de cultura sem adição 
de compostos. Foram analisadas no mínimo três células por vídeo e o experimento foi realizado em triplicata. 
Somente células individualizadas que não tiveram contato físico com nenhuma outra célula foram consideradas 
para o acompanhamento. Foi realizada a análise One-Way ANOVA com pós-teste de Tuckey. Barras representam 
o desvio padrão. *: p < 0,05; **: p < 0,001. 
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Figura 33 – Avaliação de velocidade de células da linhagem SK-Mel-147 tratadas com os compostos RF-13R e RF-
13S nas concentrações de 10 µM e 20 µM em 1% de SFB. No controle, foi usado meio de cultura sem adição de 
compostos. Foram analisadas no mínimo três células por vídeo e o experimento foi realizado em triplicata. 
Somente células individualizadas que não tiveram contato físico com nenhuma outra célula foram consideradas 
para o acompanhamento. Foi realizada a análise One-Way ANOVA com pós-teste de Tuckey. Barras representam 
o desvio padrão. **: p < 0,01; ***: p < 0,001. 

 

 
Figura 34 – Avaliação de velocidade de células da linhagem SK-Mel-28 tratadas com os compostos RF-13R e RF-
13S nas concentrações de 10 µM e 20 µM em 1% de SFB. No controle, foi usado meio de cultura sem adição de 
compostos. Foram analisadas no mínimo três células por vídeo e o experimento foi realizado em triplicata. 
Somente células individualizadas que não tiveram contato físico com nenhuma outra célula foram consideradas 
para o acompanhamento. Foi realizada a análise One-Way ANOVA com pós-teste de Tuckey. Barras representam 
o desvio padrão. ***: p < 0,001. 
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4.10 ENSAIO DE GENOTOXICIDADE 

A fim de avaliar a capacidade dos compostos RF-13R e RF-13S em induzir efeitos genotóxicos, 

foram avaliadas as frequências das alterações nucleares (a) micronúcleo, (b) broto nuclear e 

(c) ponte nucleoplásmica (figura 35) nas linhagens HT-144, SK-Mel-28 e SK-Mel-147.  

Cada uma destas alterações nucleares é oriunda de um diferente mecanismo: micronúcleos 

originam-se a partir de fragmentos de cromossomos acêntricos, fragmentos cromatídicos 

acêntricos e cromossomos inteiros, sendo marcadores de dano de DNA ou erros de 

segregação cromossômica. O broto nuclear assemelha-se morfologicamente ao micronúcleo, 

porém se apresenta ligado ao núcleo por uma haste de material nucleoplásmico, e representa 

um marcador de amplificação gênica. Finalmente, a ponte nucleoplásmica é oriunda de 

reparo de extremidades não-homólogas (NHEJ – Non-Homologous End Joining) ou da fusão 

de extremidades teloméricas, sendo marcadores de cromossomos dicêntricos, que são 

distendidos durante a separação dos cromossomos na mitose.  

Para este ensaio, foram contadas 1000 células binucleadas por amostra e, dentre estas, foram 

avaliadas as alterações mencionadas acima, exemplificadas na figura 35. 

 

Figura 35 – Fotomicrografia das alterações nucleares analisadas, indicadas pelas setas. A: micronúcleo; B: broto 
nuclear; C: ponte nucleoplásmica. Imagens obtidas em microscópio de fluorescência Nikon Optiphot2. 

 

Os tratamentos foram realizados nas concentrações de 50 nM e 100 nM pois era necessária 

a contagem de 1000 células binucleadas, submetidas à ação do inibidor de mitose citocalasina 

B e dos compostos de telúrio. Uma vez que as concentrações de 10 µM e 20 µM não 

permitiram a obtenção dessa quantidade de células binucleadas, baixamos as concentrações 

de tratamento para a escala nanomolar.  
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A linhagem SK-Mel-147 não apresentou alteração significativa em nenhum dos parâmetros 

analisados tanto para o composto RF-13R (Figura 36) quanto para o composto RF-13S (Figura 

37).  

A linhagem SK-Mel-28 não apresentou alterações significativas nas frequências de brotos 

nucleares ou pontes nucleoplásmicas; entretanto, a frequência de micronúcleos foi 

aumentada após o tratamento com o composto RF-13R na concentração de 100 nM (Figura 

38) e o composto RF-13S na concentração de 50 nM (Figura 39), ambos atingindo valores 

próximos ao controle positivo (doxorrubicina 1.0 µM), um indutor de alterações nucleares já 

bem estabelecido. Do mesmo modo que em experimentos anteriores, que avaliaram outros 

parâmetros, o composto RF-13S mostrou um potencial genotóxico maior que seu 

enantiômero, precisando de metade da concentração para induzir o mesmo efeito. 

Já a linhagem HT-144 (figuras 40 e 41) não apresentou diferença na frequência de brotos 

nucleares e pontes nucleoplásmicas em nenhuma das condições de tratamento; além disso, 

estranhamente, a única alteração com significância estatística foi uma diminuição na 

frequência de micronúcleos após o tratamento com o composto RF-13R na concentração de 

50 nM (figura 40), o que parece provir de um efeito reparador dos compostos de telúrio sobre 

estas células. 

Comparando o efeito de cada concentração dos compostos RF-13R e RF-13S para cada 

linhagem na indução de micronúcleos (figura 42), podemos verificar que somente a linhagem 

SK-Mel-28 apresenta diferença significativa entre os compostos na indução de micronúcleos 

nas concentrações de 100 nM do composto RF-13R e 50 nM do composto RF-13S em relação 

à concentração de 100 nM do composto RF-13S. 
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Figura 36 – Frequência de alterações nucleares em células da linhagem SK-Mel-147 tratadas com o composto 
RF-13R nas concentrações de 50 nM e 100 nM. No controle foi usado meio de cultura sem adição de compostos. 
MN: Micronúcleo; NB: Broto nuclear; NPB: Ponte nucleoplásmica. Foi realizada a análise One-Way ANOVA com 
pós-teste de Bonferroni. Barras representam erro padrão.  

 

 

 

Figura 37 – Frequência de alterações nucleares em células da linhagem SK-Mel-147 tratadas com o composto 
RF-13S nas concentrações de 50 nM e 100 nM. No controle foi usado meio de cultura sem adição de compostos. 
MN: Micronúcleo; NB: Broto nuclear; NPB: Ponte nucleoplásmica. Foi realizada a análise One-Way ANOVA com 
pós-teste de Bonferroni. Barras representam erro padrão.  
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Figura 38 – Frequência de alterações nucleares em células da linhagem SK-Mel-28 tratadas com o composto RF-
13R nas concentrações de 50 nM e 100 nM. No controle foi usado meio de cultura sem adição de compostos. 
MN: Micronúcleo; NB: Broto nuclear; NPB: Ponte nucleoplásmica. Foi realizada a análise One-Way ANOVA com 
pós-teste de Bonferroni. Barras representam erro padrão. ***: p < 0,001. 

 

 

 

Figura 39 – Frequência de alterações nucleares em células da linhagem SK-Mel-28 tratadas com o composto RF-
13S nas concentrações de 50 nM e 100 nM. No controle foi usado meio de cultura sem adição de compostos. 
MN: Micronúcleo; NB: Broto nuclear; NPB: Ponte nucleoplásmica. Foi realizada a análise One-Way ANOVA com 
pós-teste de Bonferroni. Barras representam erro padrão. ***: p < 0,001. 

 

 



87 
 

 

 

 

Figura 40 – Frequência de alterações nucleares em células da linhagem HT-144 tratadas com o composto RF-13R 
nas concentrações de 50 nM e 100 nM. No controle foi usado meio de cultura sem adição de compostos. MN: 
Micronúcleo; NB: Broto nuclear; NPB: Ponte nucleoplásmica. Foi realizada a análise One-Way ANOVA com pós-
teste de Bonferroni. Barras representam erro padrão. *: p < 0,05. 

 

 

 

Figura 41 – Frequência de alterações nucleares em células da linhagem HT-144 tratadas com o composto RF-13S 
nas concentrações de 50 nM e 100 nM. No controle foi usado meio de cultura sem adição de compostos. MN: 
Micronúcleo; NB: Broto nuclear; NPB: Ponte nucleoplásmica. Foi realizada a análise One-Way ANOVA com pós-
teste de Bonferroni. Barras representam erro padrão. 
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Figura 42 – Frequência de micronúcleos nas linhagens HT-144, SK-Mel-28 e SK-Mel-147 após tratamento com os 
compostos RF-13R e RF-13S nas concentrações de 50 nM e 100 nM. Barras representam erro padrão. *: p < 0,05.



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 DISCUSSÃO
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5.1 ENSAIOS PRÉ-ANALÍTICOS 

Neste trabalho, buscamos avaliar os efeitos dos compostos orgânicos de telúrio RF-13R e RF-

13S sobre a biologia celular de melanomas metastáticos humanos. Estudos prévios, realizados 

em colaboração com nosso laboratório, mostraram efeitos citotóxicos destes compostos 

sobre linhagens celulares tumorais e não-tumorais de diferentes tecidos de origem, efeitos 

anti-angiogênicos in vitro, bem como inibição de desenvolvimento de tumores in vivo em 

camundongos desafiados com células de melanoma (Paschoalin T, Martens AA, Omori AT, 

Pereira FV, Juliano L, Travassos LR, Machado-Santelli GM, Cunha RLOR – manuscrito em 

preparação). Inicialmente, realizamos o ensaio de atividade hemolítica para verificar se estes 

compostos orgânicos de telúrio possuíam potencial de indução de lise de membrana celular, 

que mostrou efeitos positivos somente a concentrações altas (316 µM), o que nos deu 

confiança para seguir com as investigações em linhagens celulares usando concentrações 

abaixo desse limite. 

A partir dos resultados encontrados pelo grupo da Dra. Paschoalin, em que os pesquisadores 

avaliaram o IC50 dos compostos em diferentes linhagens celulares murinas (B16F10-Nex2 e 

NIH-3T3) e humanas (HeLa, HT-144, Mewo, A2058, SK-Mel-28, SK-Mel-25 e HUVEC), 

estabelecemos um painel de linhagens de melanoma metastático humano, com diferentes 

perfis de mutação (vide Material e métodos), para avaliar os efeitos celulares dos 

enantiômeros de telúrio (RF-13R e RF-13S). Encontramos resultados de citotoxicidade para 

todas as linhagens tumorais, sendo que nossos resultados foram próximos aos encontrados 

pelos autores do estudo anterior para as linhagens coincidentes com as utilizadas neste 

trabalho (HT-144 e SK-Mel-28). Um resultado interessante foi que os compostos 

apresentaram efeitos citotóxicos somente nas linhagens tumorais, enquanto para a linhagem 

não-tumoral NGM não foi possível estabelecer o IC50 com a faixa de concentrações utilizada 

(100 nM a 1.0 mM), o que parece apontar para uma seletividade do composto em direção a 

células tumorais, poupando células saudáveis. Resultados similares de seletividade foram 

encontrados por Huang e colaboradores42 ao avaliar os efeitos de nanobastões de telúrio, em 

que os pesquisadores determinaram a citotoxicidade destas nanopartículas contra linhagens 

de diferentes cânceres (mama – MCF-7; pulmão – A549; fígado – HepG2; neuroblastoma – 

Neuro-2a; e melanoma – A375), porém encontraram poucos efeitos citotóxicos sobre a 

linhagem HK-2 de rim humano normal, o que mostra uma grande seletividade em direção a 
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células cancerosas, independente da origem tumoral. Da mesma maneira, um estudo com 

um composto orgânico de telúrio (DP41) mostrou que o tratamento de células de câncer de 

cólon (HCT 116) com esta droga induziu a geração de espécies reativas de oxigênio, causando 

estresse do retículo endoplasmático e culminando em apoptose; entretanto, o mesmo 

esquema de tratamento falhou em produzir resultados similares em células normais epiteliais 

de retina (ARP-19)65, evidenciando os efeitos de seletividade em direção a células tumorais 

tanto para nanopartículas quanto para compostos orgânicos de telúrio. 

Estes resultados de seletividade para células cancerosas têm potencial para representar um 

avanço estrondoso em especial para o tratamento de melanomas metastáticos, pois estes 

vêm em contramão aos avanços em quimioterapia, desenvolvendo resistência a todos os 

tratamentos utilizados na prática clínica, como o principal medicamento usado em 

quimioterapia alvo-dirigida (também chamada de terapia personalizada) para melanoma 

metastático, vemurafenib: este é um inibidor da isoforma mutante mais prevalente da serina-

treonina quinase BRAF (BRAFV600E) que, na conformação mutada, promove ativação 

constitutiva da via de sinalização MAPK/ERK66. Mesmo o desenvolvimento de imunoterapias, 

que pareceu dar um novo fôlego às terapias anti-câncer, por enquanto apresentam pouco 

êxito com melanomas metastáticos quando usados em monoterapia67, e estudos mostram 

desenvolvimento de hepatotoxicidade em pacientes tratados com uma combinação de 

vemurafenib e ipilimumab – anticorpo que libera as células imunes de inibição induzida pelo 

câncer –, causando encerramento prematuro dos estudos clínicos32. 

Além disso, o alto grau de variabilidade genética do melanoma contribui para essas 

dificuldades, como, por exemplo, pacientes desenvolvendo subpopulações resistentes dentro 

de uma mesma metástase30. Por essa razão, a prospecção e síntese de drogas e estudos mais 

aprofundados sobre os seus efeitos sobre diferentes linhagens de melanoma são muito 

interessantes, pois seria possível encontrar meios de contornar essas dificuldades que hoje 

limitam a eficácia do tratamento de pacientes com melanoma. 
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5.2 MORFOLOGIA  

Além das evidências de seletividade para células tumorais pelos compostos RF-13R e RF-13S 

verificadas no ensaio de citotoxicidade, os resultados de imunofluorescência – realizada para 

todas as linhagens celulares avaliadas neste estudo – também apontaram nessa direção, pois 

em todas as linhagens tumorais analisadas, encontramos alterações expressivas no 

citoesqueleto de actina e tubulina, com perda da morfologia característica de cada linhagem, 

além da perda de volume citoplasmático e formação de blebs de membrana, enquanto a 

linhagem não-tumoral NGM apresentou poucas alterações morfológicas após o tratamento 

com os compostos.  

Estudos feitos com linhagens celulares de cólon transformadas (HT-29 e Caco-2) e não-

transformada (CCD-18Co) também mostraram efeitos de comprometimento de morfologia 

após o tratamento com os compostos difenil ditelureto (DPDT) e tetracloreto de telúrio 

(TeCl4), porém a linhagem não-tumoral exibiu efeitos muito mais brandos quando 

comparados com as linhagens transformadas, tanto para morfologia quanto para 

citotoxicidade54. Apesar de os autores relatarem o arredondamento e vacuolização das 

células, as imagens apresentadas por eles podem levar a uma interpretação errônea devido 

ao grau de confluência da cultura no momento de aquisição das imagens; as imagens dos 

tratamentos em concentrações mais altas (em que houve mais morte celular e 

desprendimento de células da superfície de cultura) mostram, para as linhagens tumorais, a 

formação de blebs de membrana similares às que encontramos em nosso trabalho. 

Do mesmo modo que encontrado por Vij e Hardej54, para a linhagem não-tumoral NGM, as 

alterações de citoesqueleto foram muito menos expressivas, com um leve alongamento das 

células tratadas que, entretanto, ainda apresentavam fibras de estresse e se mantinham 

aderidas ao substrato após o período de tratamento, sem sinais de morte celular. Estes 

resultados estão em concordância com estudos publicados que mostram perda de morfologia 

característica de células de câncer de cólon (HCT116) após tratamento com um composto 

orgânico de telúrio (DP41), com desarranjo do citoesqueleto de tubulina e perda de adesões 

celulares na periferia das células – efeitos muito similares aos causados pelo controle positivo 

Taxol65. Além disso, Roy e Hardej53 mostraram resultados de microscopia eletrônica de 

varredura em que astrócitos de ratos em cultura tratados com um composto de telúrio 
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orgânico (DPDT) e um inorgânico (TeCl4) apresentavam perda de morfologia característica, 

com arredondamento e compactação celular; entretanto, o mais interessante foi verificar que 

as concentrações mais altas de tratamento com os compostos mostravam claramente a 

presença de blebs de membrana53 similares ao que encontramos neste trabalho para os 

tratamentos com os enantiômeros nas diferentes linhagens tumorais de melanoma. 

A fim de validar os resultados de alteração de morfologia das células tratadas, realizamos a 

análise de circularidade por citometria de fluxo, em que a morfologia da célula em suspensão 

foi usada como parâmetro para a avaliação de desarranjos no citoesqueleto das células 

tratadas, somente para a linhagem SK-Mel-147 – uma vez que todas as linhagens tumorais 

analisadas apresentaram alterações morfológicas similares. Do mesmo modo que estudos de 

ativação de monócitos, em que estes sofrem um rearranjo de citoesqueleto que pode ser 

avaliado em citometria de fluxo com aquisição de imagem68, decidimos avaliar o grau de 

circularidade das amostras após tripsinização, assumindo que os blebs de membrana se 

manteriam inalterados durante os processos de tripsinização, fixação e sucessivas lavagens. 

Isso se confirmou nos resultados, em que o tratamento com os compostos levou a um 

deslocamento do pico de células da população de alta circularidade (células normais 

arredondadas) para a população de baixa circularidade (células com alterações morfológicas) 

no tratamento com o composto RF-13R na concentração de 20µM e com o composto RF-13S 

nas concentrações de 10 µM e 20 µM. Além de análises de ativação de monócitos, ensaios de 

citometria de fluxo com aquisição de imagens também são usados para diferenciação de tipos 

celulares dentro de uma amostra, como no caso de células tumorais circulantes69, o que torna 

o método confiável para análises de alteração de morfologia de células em suspensão. 

 

5.3 PROCESSOS CELULARES 

A fim de verificar os efeitos dos compostos de telúrio sobre os processos celulares, realizamos 

os ensaios de avaliação de ciclo celular e morte celular por ativação de caspase 9. Embora os 

efeitos encontrados nas análises morfológicas fossem muito congruentes entre os dois 

compostos, nos ensaios de ciclo celular, tivemos diferenças de resposta entre as linhagens 

celulares, que apresentaram duas situações: (a) acúmulo de população G2/M para as 
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linhagens SK-Mel-19 e HT-144 e (b) aumento de população G1 para as linhagens SK-Mel-28 e 

SK-Mel-147. 

Uma vez que o checkpoint do ciclo celular na fase G2/M é responsável pela manutenção da 

estabilidade genômica e pela verificação de qualquer dano de DNA antes do início da 

mitose70, um expressivo número de drogas leva ao bloqueio nessa fase do ciclo celular, tanto 

em células normais quanto em células tumorais. O composto mais estudado de telúrio 

(AS101) é um desses: um estudo que avaliou os efeitos deste composto sobre diferentes 

linhagens celulares de mieloma múltiplo mostrou um aumento na porcentagem de células 

em G2/M de aproximadamente 23% no controle para até 38% nos tratamentos, de uma 

maneira concentração-dependente71, com resultados similares em outras linhagens. Análises 

de proteínas envolvidas com o bloqueio em G2/M mostraram um aumento nos níveis da 

proteína p21Waf1, inibidora de CDK1 (proteína essencial para a entrada em mitose), e 

diminuição na expressão de survivina, que também está envolvida com a regulação do ciclo 

celular. Estudos mais recentes do grupo com o mesmo composto e a mesma linhagem celular 

mostraram também que o tratamento com AS101 induziu um aumento na expressão de p53 

– tanto citoplasmática quanto nuclear –72 que, quando translocada para o núcleo, leva a um 

bloqueio na fase G2/M do ciclo celular e apoptose. Uma vez que ambas as linhagens que 

sofreram acúmulo de população na fase G2/M em nossos estudos (HT-144 e SK-Mel-19) 

apresentam p53wt, acreditamos que os compostos RF-13R e RF-13S atuem de maneiras 

similares ao composto AS101, com provável aumento de expressão de p53 e envolvimento 

da via de sinalização Akt. O efeito de parada em G2/M também foi encontrado para células 

de câncer de cólon submetidas ao tratamento com um composto orgânico de telúrio65, o que 

mostra que os efeitos provavelmente são diretamente causados pelo átomo de telúrio nas 

moléculas, independentemente dos radicais adicionados. 

Embora muito menos comum que o bloqueio em G2/M, duas das quatro linhagens tumorais 

avaliadas apresentaram acúmulo de população em G1. Estudos avaliando os efeitos de 

pseudopeptídeos contendo telúrio na linhagem de câncer de mama MCF-7 mostraram efeitos 

de parada no ciclo celular na fase G1, passando de 68% no controle para até 91,6% de 

população em G1 após o tratamento com um dos compostos73, similares aos resultados 

encontrados em nosso trabalho para as linhagens SK-Mel-28 e SK-Mel-147. Os pesquisadores 

acreditam que esses efeitos sobre ciclo celular encontrados na linhagem MCF-7 sejam 
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decorrentes do comprometimento da estrutura do retículo endoplasmático e desarranjo do 

citoesqueleto de actina que, além de causar a parada no ciclo, ainda levaram a indução de 

apoptose; entretanto, o grupo não determinou vias moleculares ou proteínas específicas 

comprometidas neste processo. Uma das proteínas que poderia estar envolvida nesse 

bloqueio em G1 é a tioredoxina (Trx): além de ser um importante participante da regulação 

redox na célula, a tioredoxina reduzida é uma fonte doadora de hidrogênios para a enzima 

ribonucleotídeo redutase, fundamental para a síntese de DNA, e sua ausência leva ao 

bloqueio na fase G1 do ciclo celular através da redução na expressão de ciclina D1, sem 

indução de morte celular74. Estudos com diorganil teluretos mostraram que diferentes 

compostos de telúrio inibiam a atividade de tioredoxinas e toredoxina redutases75, o que 

pode justificar esses bloqueios em G1 que encontramos para as linhagens em nosso trabalho. 

Morfologicamente, o processo de apoptose apresenta incialmente alterações como 

encolhimento da célula, compactação de cromatina, e – em um estágio mais avançado – 

formação de blebs de membrana plasmática e fragmentação do núcleo, formando vesículas 

com porções de citoplasma e material genético, chamadas corpos apoptóticos76. A grande 

quantidade de células em suspensão encontradas no preparo dos diferentes experimentos 

do presente trabalho, além da perda de adesão celular e de morfologia característica 

evidenciados nos ensaios de imunofluorescência e microscopia em tempo real, nos levaram 

a acreditar que um processo massivo de morte celular estava sendo desencadeado pelo 

tratamento com as organoteluranas.  

Diferentes compostos orgânicos de telúrio apresentam indução de apoptose: DP4165, RT-0477, 

entre outros. Entretanto, a análise de perfil de morte celular causada por compostos de 

telúrio é muito variável. Um mesmo grupo de pesquisa encontrou duas situações opostas em 

uma avaliação dos efeitos de um composto orgânico de telúrio (DPDT) e um inorgânico 

(TeCl4): em um estudo, TeCl4 induzia apoptose em astrócitos de ratos, enquanto DPDT parecia 

induzir oncose53; já em outro estudo subsequente, realizado em linhagem celular de câncer 

de cólon, DPTP induzia apoptose e TeCl4 induzia necrose54. 

Do mesmo modo que para os compostos de telúrio, podemos verificar diferenças entre os 

mecanismo de morte celular causadas por nanoestruturas de telúrio: nanobastões de telúrio 

induzem apoptose, evidenciada em imunofluorescência mostrando compactação nuclear e 
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marcação de DNA fragmentado em ensaio de TUNEL, bem como a ativação de caspase 942; 

enquanto nanoredes de telúrio parecem induzir morte celular por necrose, com rompimento 

de membrana plasmática, lesão mitocondrial, núcleo inchado e desaparecimento de outras 

organelas – visualizado por microscopia eletrônica de transmissão40. 

Uma das características mais marcantes encontradas em nosso trabalho foi a súbita perda de 

volume citoplasmático de algumas células tratadas com os compostos de telúrio, similar ao 

encontrado por Beauvais e colaboradores78, seguida da formação de blebs, o que nos fez 

acreditar que um processo de morte celular apoptótica muito pronunciado estava ocorrendo 

em resposta ao tratamento com os compostos de telúrio. 

Apesar das evidências morfológicas – perda de morfologia típica, perda de volume 

citoplasmático, e formação de blebs de membrana; todos indicativos de apoptose – 

verificadas nos ensaios anteriores de nosso trabalho, a maior parte das linhagens celulares 

não apresentou ativação de caspase 9 (uma molécula intermediária da via intrínseca de 

apoptose) em tratamentos com o IC50 dos compostos, exceto a linhagem SK-Mel-19, que 

apresentou indução de apoptose em 91% da população tratada com o composto RF-13R a 20 

µM. A linhagem SK-Mel-28 apresentou indução de apoptose na concentração de 20 µM de 

ambos os compostos (75% para o composto RF-13R e 44% para o composto RF-13S), 

entretanto essa concentração representa mais que o dobro do IC50 para esta linhagem.  

Em oposição aos trabalhos que encontramos na literatura, que avaliaram outras moléculas 

de diferentes pontos da cascata de ativação de apoptose, como Du e colaboradores65, que 

avaliaram anexina, expressão de Bcl-2, liberação de citocromo c mitocondrial, ativação de 

caspase, clivagem de PARP, encontramos características morfológicas de apoptose mas 

somente avaliamos molecularmente um dos intermediários do processo apoptótico (caspase 

9), portanto não podemos dizer categoricamente que não há apoptose. Ainda assim, há 

também a possibilidade da ocorrência de outros processos de morte celular que não sejam 

apoptose, similar aos resultados encontrados por outros grupos que estudam os efeitos 

biológicos de compostos de telúrio, como oncose53 ou necrose54. 
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5.4 ANÁLISES MORFOLÓGICAS – MICROSCOPIA EM TEMPO REAL 

Os resultados do ensaio de imunofluorescência, apesar de ilustrar claramente os efeitos sobre 

a morfologia das células tratadas com os compostos de telúrio, representam um ponto fixo 

dentro de todo um processo de perturbação celular. Para esclarecer temporalmente os 

eventos que ocorrem durante o período de tratamento com os compostos, realizamos o 

ensaio de microscopia em tempo real, que nos permitiu determinar o momento em que têm 

início as alterações morfológicas encontradas, além da progressão dos eventos, desde o início 

da perda de adesões celulares, passando pelo arredondamento das células e formação de 

blebs até a completa imobilização das células. Para isso, analisamos a progressão dos efeitos 

dos compostos sobre as linhagens tumorais SK-Mel-147 e SK-Mel-28, devido à diferença na 

carga de mutações que cada uma carrega – o que poderia ser responsável por diferentes 

respostas frente o estímulo do tratamento.  

Neste ensaio, em que acompanhamos as células tratadas durante o período de 65 horas, 

pudemos verificar diferenças no tempo em que os compostos começam a causar efeitos de 

alteração de morfologia entre as duas linhagens, sendo que a linhagem SK-Mel-147 (que, 

dentre os genes que nós avaliamos, só apresenta a mutação em NRAS) só começou a 

apresentar perda de adesão e alteração de morfologia após o tempo de 13 horas, enquanto 

a linhagem SK-Mel-28 (com mutações em BRAF, PTEN e p53) começou a apresentar essas 

alterações em menos da metade do tempo – 6 horas. Esta diferença de tempo pode estar 

relacionada ao grau de estresse oxidativo que as células apresentam: uma célula com mais 

mutações possivelmente está associada a um maior desbalanço em seu sistema redox, 

quando comparada com células com menos mutações ou células normais. O sistema redox 

de células normais se apresenta em condições estáveis e, por isso, está muito mais propenso 

a suportar a produção de níveis mais altos de espécies reativas de oxigênio; entretanto, 

células tumorais, com mutações e instabilidade genética, já apresentam um aumento 

constitutivo de espécies reativas de oxigênio que, combinado à diminuição de antioxidantes 

como a glutationa (GSH/GSSG), pode levar a célula a um estado irreversível de estresse 

oxidativo, a partir do qual a morte celular é inevitável79. Já foi mostrado que compostos de 

telúrio reagem com radicais tiol (-SH) e podem atuar como miméticos de glutationa 

peroxidase, enzima que reduz espécies reativas de oxigênio, aliviando o estresse oxidativo39; 

entretanto, há estudos que propõem o desenvolvimento e aplicação de drogas contendo 
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telúrio e selênio que apresentariam citotoxicidade seletiva (chamadas moléculas 

sensoras/efetoras): células normais expostas a estes compostos sofreriam efeitos 

antioxidantes, enquanto células tumorais sob estresse oxidativo entrariam em apoptose56,80. 

Além disso, caso haja depleção de glutationa – causada pelo próprio estresse oxidativo – no 

interior das células tumorais, a presença de miméticos de glutationa peroxidase (compostos 

de telúrio) não serviria de nada para aliviar o estresse oxidativo presente na célula. 

Apesar de apresentar alterações morfológicas em um tempo mais curto, as células da 

linhagem SK-Mel-28 sofreram efeitos menos graves do que a linhagem SK-Mel-147, com uma 

proporção menor de células desenvolvendo blebs e perdendo a adesão celular. Isto poderia 

estar relacionado a mecanismos de compensação ou resistência que a linhagem SK-Mel-28 – 

que tem uma carga de mutação maior, inclusive em p53 – tenha desenvolvido em uma 

subpopulação, levando uma porção menor da população a sofrer os efeitos do tratamento 

com os compostos, similar ao que ocorre nas respostas às terapias personalizadas no 

tratamento de melanoma81. 

Além dos aspectos de perda de morfologia característica e formação de blebs, dois eventos 

parecem relevantes: (1) a linhagem SK-Mel-28 apresentava células que, durante a migração, 

não desfaziam as adesões na parte posterior da célula e entravam em colapso, o que pode 

estar relacionado a hiperestabilização de citoesqueleto e aumento do estresse celular ou 

senescência; e, (2) em ambas as linhagens, observamos que células multinucleadas e com 

grande volume citoplasmático eram as primeiras a entrar em colapso, o que pode estar 

associado com a capacidade de o composto induzir um estado de estresse oxidativo que leve 

as células a entrarem em morte celular – uma vez que estas células apresentam maior 

instabilidade genômica, elas são as primeiras a sofrer os efeitos deletérios dos compostos. 

Entretanto, a proporção de células com estas características era muito pequena, não sendo o 

suficiente para causar qualquer tipo de perturbação nos resultados de viabilidade.  

Buscamos avaliar também a capacidade migratória dessas duas linhagens celulares. Para isso, 

realizamos os ensaios de fechamento de ferida, migração em transwell e avaliação de 

direcionalidade e velocidade por microscopia em tempo real. Todos os trabalhos que 

encontramos na literatura que avaliam os efeitos biológicos de compostos de telúrio focavam 

em citotoxicidade, alterações em estado redox e morte celular, sem se preocupar com o 
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parâmetro de migração celular, pois estes compostos compreendem miméticos de glutationa 

peroxidase39,82 e os efeitos imediatos são perda de morfologia e morte celular40,42,53,54,65,73,83. 

Entretanto, encontramos comprometimentos sub-letais usando concentrações de IC50/2 e 

buscamos avaliar o comprometimento dessas concentrações mais baixas sobre o processo de 

migração celular, de fundamental importância para o processo de invasão e metástase do 

câncer.  

A largura padronizada dos intervalos nas monocamadas celulares no ensaio de fechamento 

de ferida nos garantiu um ponto de partida igual para as diferentes condições de tratamento. 

Os parâmetros (a) densidade, (b) confluência e (c) largura da ferida foram medidos em tempo 

real para todas as condições de tratamento; e os resultados dos controles positivo e negativo 

não apresentaram diferenças expressivas entre si. A habilidade de células tumorais de 

proliferar normalmente na ausência de suplementação com SFB já tem sido documentada há 

um bom tempo84,85, portanto não estranhamos os resultados encontrados para ambos os 

controles. Já para os tratamentos, podemos encontrar mais evidências da diferença de 

potência entre os dois compostos: tanto para a linhagem SK-Mel-28 quanto para a linhagem 

SK-Mel-147, a concentração de 10 µM do composto RF-13S diminuiu a migração das células 

na mesma proporção que a concentração de 20 µM do seu enantiômero. Ademais, a 

concentração de 20 µM do composto RF-13S, além de impedir a migração das células para o 

fechamento da ferida, comprometeu tão intensamente as células da linhagem SK-Mel-147 

que causou um aumento da largura da ferida acima da largura de partida do experimento, 

atingindo quase o dobro da largura da ferida no início do experimento. Isto está em 

conformidade com os resultados encontrados nos ensaios de imunofluorescência, em que 

encontramos comprometimento do citoesqueleto de actina em todas as linhagens, e 

microscopia em tempo real, em que verificamos a perda de adesão celular das linhagens e 

também a diferença de eficiência dos compostos em induzir comprometimentos 

morfológicos entre as linhagens celulares SK-Mel-147 e SK-Mel-28.  

Para o ensaio de migração em transwell também encontramos uma diferença de potência 

entre os compostos RF-13R e RF-13S, sendo que o último apresenta efeitos mais graves e 

induz comprometimento de migração de maneira concentração-dependente. Entretanto, 

para a linhagem SK-Mel-28, a concentração de 20 µM do composto RF-13R não induziu 

diminuição significativa na migração celular em relação ao controle positivo, do mesmo modo 
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que ambas as concentrações para o composto RF-13R e a concentração de 10 µM para o 

composto RF-13S. Isto pode ser decorrente do fato de termos começado a aquisição de 

imagens imediatamente após a exposição das células aos compostos; no experimento de 

microscopia em tempo real, em que pudemos analisar o comportamento das células de 

ambas as linhagens pelo período de 65 horas, constatamos que as alterações morfológicas 

expressivas passavam a ocorrer após 13 horas de exposição aos compostos, mais da metade 

do tempo de análise para o ensaio de migração em transwell. Ou seja, durante este período 

inicial de 13 horas, as células ainda não haviam sofrido efeitos graves em seu citoesqueleto e 

sua capacidade de migração, podendo migrar facilmente através da membrana de 

policarbonato para a face inferior da membrana, aumentando a contagem de células que 

haviam migrado e não refletindo os efeitos de comprometimento de citoesqueleto na 

capacidade migratória. 

Embora não tenhamos encontrado diferenças significativas para o parâmetro 

direcionalidade, encontramos efeitos de diminuição de velocidade de migração nas linhagens 

SK-Mel-147 e SK-Mel-28 após exposição aos compostos RF-13R e RF-13S, sendo que para a 

linhagem SK-Mel-28, todas as concentrações de ambos os compostos induziram diminuição 

da capacidade migratória das células de maneira concentração-dependente. 

Estranhamente, para a linhagem SK-Mel-147, as concentrações mais baixas de ambos os 

compostos não induziram diminuição da velocidade de migração (apresentando até um 

aumento após o tratamento com 10 µM do composto RF-13S). Este resultado vem contra os 

resultados encontrados até então que comparavam os efeitos dos compostos sobre estas 

duas linhagens: para os ensaios de microscopia em tempo real, fechamento de ferida e 

migração em transwell a linhagem SK-Mel-147 sofria efeitos mais graves que a linhagem SK-

Mel-28. 

 

5.5 GENOTOXICIDADE 

Até a presente data, não encontramos nenhum trabalho na literatura que avaliasse o 

potencial genotóxico de compostos de telúrio em células eucariontes, portanto realizamos o 

ensaio CBMN (Cytokinesis-block micronucleus assay), que avalia a formação de estruturas 
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nucleares atípicas após o tratamento das células sob bloqueio da citocinese. Os enântiomeros 

RF-13R e RF-13S parecem não induzir amplificação gênica nem a formação de cromossomos 

dicêntricos nas linhagens de melanoma metastático estudadas, uma vez que não houve 

diferença significativa na frequência de broto nuclear e ponte nucleoplásmica – marcadores 

de cada um desses processos, respectivamente – em qualquer dos tratamentos nas três 

linhagens analisadas (HT-144, SK-Mel-147 e SK-Mel-28).  

Contudo, os dois compostos manifestaram efeito genotóxico sobre a linhagem SK-Mel-28, 

induzindo resposta semelhante ao composto doxorrubicina – controle positivo cuja 

genotoxicidade já é conhecida. Os compostos de telúrio parecem induzir a quebra 

cromossômica ou perda de cromossomos inteiros da placa metafásica, uma vez que foi 

evidenciado o aumento da frequência de micronúcleos nos tratamentos com os compostos 

RF-13R e RF-13S. Entretanto, este efeito genotóxico não foi verificado nas linhagens HT-144 

e SK-Mel-147; pelo contrário: no tratamento pode-se verificar, na concentração de 50 nM de 

RF-13R para as duas linhagens, um efeito “reparador”, uma vez que se observa redução da 

frequência de micronúcleos nestas linhagens, mas somente na HT-144 essa alteração se 

mostra significativa. Esta diferença na resposta das linhagens aos enantiômeros pode ser 

decorrente do seus status de p53, pois a SK-Mel-28 – a única linhagem, dentre as analisadas, 

em que os compostos manifestaram genotoxicidade – apresenta mutação em p53, enquanto 

as demais linhagens são selvagens para esta proteína (como mostrado na Tabela 1). 

O parâmetro controle positivo – tratamento com doxorrubicina – não foi avaliado em todas 

as linhagens, pois as linhagens HT-144 e SK-Mel-147 apresentaram baixa quantidade de 

células binucleadas após o tratamento em combinação de doxorrubicina e citocalasina B 

(figura A1 – anexo), o que inviabilizou a sua análise; pode-se assumir que a exposição 

concomitante às duas drogas inibe a proliferação e/ou induz morte celular nestas linhagens. 

Também foi possível notar neste ensaio mais uma vez a diferença na potência entre as 

organoteluranas na linhagem SK-Mel-28, em que foi necessário o dobro da concentração de 

RF-13R, em relação a RF-13S, para alcançar aproximadamente a mesma frequência de 

micronúcleos (MN). Esta relação também foi constatada na capacidade de inibição das 

catepsinas B e K pelas organoteluranas, em que se verificou que o composto RF-13S é mais 

potente em relação ao seu enantiômero (Rodrigo Cunha, comunicação pessoal).  
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A capacidade diferencial na indução de micronúcleos também foi verificada nesta linhagem 

no tratamento na ausência de citocalasina-B (dados não mostrados). Outro resultado comum 

entre os tratamentos na presença e ausência de citocalasina-B foi a insensibilidade da 

linhagem SK-Mel-147 aos tratamentos com o composto de telúrio RF-13R; Fenech86 discute a 

respeito da comparação dos resultados obtidos no ensaio de micronúcleo com e sem 

bloqueio de citocinese, pois alguns estudos sugerem que, se a linhagem tem uma boa taxa de 

crescimento, ótimas condição de cultura e de divisões nucleares, é possível obter resultados 

comparáveis entre os dois ensaios quando são testados eventos clastogênicos. Porém, na 

linhagem HT-144 os tratamentos com os dois compostos na ausência do inibidor de citocinese 

promoveram indução significativa de micronúcleos (p ˂ 0,01), enquanto no ensaio de 

micronúcleo com bloqueio de citocinese não houve significância ou inibição da formação de 

micronúcleos. Esta diferença pode decorrer de falsos positivos, em que podem ter sido 

mensuradas alterações em células que não proliferaram durante o tempo de exposição aos 

compostos de telúrio. 

 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6 CONSIDERAÇÕES FINAIS
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O estudo da biologia de compostos de telúrio está em plena expansão, com o 

desenvolvimento de novos compostos por diferentes grupos de pesquisa mostrando 

resultados promissores42,54,65,72,73,83, entretanto os compostos inorgânicos de telúrio levam a 

dianteira em questão de progressos, já tendo sido testados em humanos47,87, enquanto não 

há relatos na literatura de testes de compostos orgânicos de telúrio em humanos. 

Entretanto, sob a perspectiva de solubilidade e estabilidade, os compostos inorgânicos, como 

o composto mais estudado AS101, são pouco solúveis em soluções salinas, sendo 

rapidamente hidrolisados em TeOCl3
-[88], do mesmo modo que o composto TeCl4 (Princival et 

al.89 – Artigo submetido para publicação). Já os compostos orgânicos de telúrio apresentam a 

vantagem de serem mais estáveis e resistentes a hidrólise, mantendo sua integridade 

molecular mesmo após exposição a temperaturas de 60 a 70 °C90. Além disso, dentro da 

família dos organocalcogênios, os compostos orgânicos de selênio mostraram sinais de 

decomposição a temperaturas de 37 °C90, o que os torna inviáveis para aplicação terapêutica. 

Outro aspecto relevante para o estudo dos compostos RF-13R e RF-13S é a questão da 

isomeria óptica. Aproximadamente metade das drogas atuais apresenta quiralidade, sendo 

que quase 90% delas são vendidas como soluções racêmicas contendo uma mistura 

equimolar dos dois enantiômeros91. As drogas podem apresentar diferenças 

farmacodinâmicas e farmacocinéticas entre as duas formas enantioméricas, como diferença 

de atividade, absorção, especificidade, entre outras92. Em situações extremas, como a 

tragédia da talidomida de 1961, os efeitos podem ser catastróficos: a talidomida era uma 

droga usada para o tratamento de náusea em mulheres grávidas, entretanto o tratamento 

resultou em defeitos congênitos em milhares de crianças93. Posteriormente, descobriu-se que 

a talidomida é uma solução racêmica – o enantiômero R apresentava os efeitos 

farmacológicos desejados, entretanto o enantiômero S apresentava efeitos teratogênicos94.  

Embora não tenhamos encontrado efeitos antagônicos entre os enantiômeros estudados no 

presente trabalho, pudemos verificar uma diferença em atividade entre os compostos RF-13R 

e RF-13S, em que o último induzia alterações celulares e genotoxicidade a uma concentração 

menor que seu enantiômero. Esses resultados permitem que, no futuro, usemos uma solução 

enantiomérica do composto RF-13S (e não uma solução racêmica) para experimentos em 

animais e testes clínicos.  
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Além disso, alguns compostos miméticos de peroxidase (como os compostos de telúrio) têm 

mostrado seletividade em direção a células tumorais, poupando células saudáveis. Acredita-

se que essa seletividade seja derivada de um efeito sensor efetor: a atividade peroxidase-like 

depende da concentração e da natureza dos tióis presentes na célula; ou seja, os compostos 

agem como antioxidantes enquanto há tióis consumíveis dentro da célula e se tornam letais 

na ausência deles95. Essa atividade seletiva é completamente diferente da atividade dos 

compostos atualmente usados em quimioterapia, que são drogas continuamente ativas ou 

“disparadas” que, uma vez ativadas, permanecem continuamente ativas96; isso confere uma 

vantagem muito grande para esses compostos miméticos de glutationa peroxidase, pois seu 

uso apresentaria teoricamente efeitos colaterais muito mais brandos, tornando-os prósperos 

objetos de estudo para terapias anticâncer.
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Figura A1 – Fotomicrografia de células tratadas com diferentes compostos. A: SK-Mel-147 tratada com 
citocalasina B; B: SK-Mel-147 tratada com doxorubicina; C: SK-Mel-147 tratada com a combinação citocalasina-
B + doxorubicina; D: HT-144 tratada com citocalasina-B + doxorubicina 


