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Introducéo

Resultados

Os gliomas malignos representam 80% dos tumores cerebrais
primarios em adultos. S&o altamente agressivos e proliferativos,
raramente sdo passiveis de ressecgdo cirirgica e apresentam altas
taxas de mortalidade e recorréncia. Além disso, a eficacia do tratamento
antitumoral encontra barreiras como efeitos colaterais indesejaveis e
resisténcia quimioterapica. A descoberta de novas substancias que
possam atuar com efeito aditivo ou sinérgico e aumentar a
sensibilizacé@o das células tumorais & terapia torna-se uma estratégia no
campo da oncologia. O ditelureto de difenila (DPDT) é um composto
organotelurado utilizado em diversas reacdes de sintese organica e
possui interessantes efeitos biolégicos in vitro, como agente
antioxidante, quimioprotetor, citotéxico e antitumoral. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos citotoxicos do DPDT e do
agente quimioterapico amplamente utilizado temozolomida (TMZ), em
regimes isolados e em associagdo, apds exposi¢do, de células de
glioma (U87, M059J e GBM1) e células ndo tumorais (MRC5).

Casuistica e Métodos

Além disso, o efeito foi

mais proeminente nos gliomas em

comparacéo com as linhagens celulares néo tumorais, sendo as taxas
de sobrevivéncia celular para MRC5, U87, M059J e GBML1, 40,5 %,
30,6 %, 28 % e 33,6 %, respectivamente. Observou-se que o regime
de combinacéo aumentou significativamente a indugéo de quebras de
fita de DNA em células MRC5, M059J e GBM1 em comparagdo aos
regimes isolados. Mas em células U87, o DPDT em associagdo com
TMZ pareceu proteger as células dos danos induzidos por TMZ, uma
vez que a combinag&o induziu um nivel mais baixo de indice de dano
ao DNA em comparagdo com TMZ isolada. Nem o DPDT isolado nem
em associagdo com TMZ foi capaz de aumentar significativamente a
geragdo de EROs nas linhagens MRC5, U87 e MO059J) apds
DPDT+TMZ ap6s 3h de exposi¢ao; mas foi capaz de induzir a geragédo
de EROs na linhagem GBM1, principalmente sob a dose TMZ + ICg,
de DPDT testada, sugerindo que, na linhagem GBM1, a morte celular
pode ser causada pelo aumento da producdo de EROs, que com o
tempo leva a niveis de sinalizagéo das vias apoptéticas e necroticas.

Primeiramente, a viabilidade celular ap6s a exposi¢do de células
de glioma ao DPDT isolado e em associagdo com TMZ por 120h foi
avaliada usando o Ensaio MTT. Em sequéncia, a capacidade
clonogénica das linhagens celulares foi analisada através do Ensaio
Clonogénico ap6s 120h de exposi¢cdo ao DPDT isolado e associagdo
com TMZ. Em relagéo a genotoxicidade, verificou-se se o DPDT isolado
e em associagdo com TMZ seria capaz de induzir dano ao DNA através
do Ensaio Cometa apoés 3h de exposi¢éo. Por fim, como forma de iniciar
a busca do mecanismo de agdo subjacente & agdo do DPDT isolado e
associado ao TMZ apds 3h de exposicdo, a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO)s em linhagens celulares foi avaliada usando
o Ensaio DCFH-DA.

Resultados

No ensaio MTT, observou-se uma diminuicdo dose-dependente na
viabilidade celular quando as células foram expostas a DPDT e TMZ
isoladas por 120h em todas as linhagens celulares, sendo evidenciado
que essa queda na viabilidade celular ocorreu em doses bem menores
de DPDT (0,025nM-250nM). Os valores de ICg, foram estabelecidos em
337,8 nM para MRC5, 508 nM para U87, 1641 nM para M059J e 35,36
nM para GBML1. Apo6s, decidiu-se testar o efeito combinatério das doses
de TMZ 50 uM e o ICs, DPDT para cada linhagem celular. Um efeito
cumulativo foi observado para 120h de exposicdo de DPDT em
associagdo com TMZ em U87 e GBM1 com redugdo para ~20% de
viabilidade para ambas as linhagens celulares em comparagdo aos
regimes isolados; por outro lado, a linhagem celular M059J sob
exposicdo de tratamentos associados n&do apresentou diminuigdo
significativa da viabilidade celular em relacdo a TMZ (~52%) ou doses
isoladas de DPDT (~60%), sendo a viabilidade celular ~56%. Verificou-
se que a combinagdo foi capaz de reduzir significativamente o ndmero
de col6nias em todas as linhagens celulares.
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Fig.1. Viabilidade cellular das linhagens
MRC5, U87, M059) e GBM apés
exposicdo ao DPDT por 120h. Todas as
analises foram realizadas em triplicata.
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Fig.3. Os dados foram analisados por andlise
de variancia unidirecional (ANOVA), seguida
pelo teste de Tukey: a em relagéo ao controle
negativo, b em relagdo ao TMZ e ¢ em relagéo
a0 DPDT (a, b, ¢ p<0,0001).
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Fig.2. Os dados foram analisados por andlise de
variancia unidirecional (ANOVA), seguida pelo teste
de Tukey: a em relagéo ao controle negativo, b em
relacdo ao TMZ e ¢ em relagdo ao DPDT (a, b, ¢
p<0,0001).

i
PEE I I

pram—
¥ 583
[PRe——

THZ 500

. )
OFOT f641ra

POT 25,3604

T

nesm 7 7 TS
TroT 957 A e CPOTBaeM

Exsa CouETA - woen

ensai0 comera - Gown

Fig.4. Os dados foram analisados por andlise de
variancia unidirecional (ANOVA), seguida pelo
teste de Tukey: a em relacdo ao controle
negativo, b em relagcdo ao TMZ e ¢ em relacao
ao DPDT (a, b, ¢ p<0,0001).
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Fig.5. Os dados foram analisados por andlise de variancia unidirecional (ANOVA), seguida pelo
teste de Tukey: a em relag&o ao controle negativo, b em relagéo ao TMZ e c em relagdo ao DPDT

(a, b, ¢ p<0,0001).

Conclusodes

A elucidacédo do mecanismo de acdo de compostos amplamente utilizados, como o TMZ e de novos e potenciais agentes antitumorais, como o DPDT, em
regimes isolados e combinados, deve facilitar o desenho racional de novos agentes, constituindo uma nova abordagem na terapia anticancer. Para este
processo é necessario o entendimento de conceitos e a aplicabilidade das técnicas de toxicologia genética e genética do cancer para triagem e descoberta
de novos farmacos. O DPDT isolado e em combinacdo com TMZ diminui a viabilidade celular de células de gliomas; o DPDT isolado e em combinagdo com
TMZ diminui a capacidade clonogénica das células de glioma; e o DPDT em combinagdo com TMZ induz danos ao DNA em células de glioma. Cada
linhagem celular apresentou resultados diferentes frente aos regimes testados, sendo observado que as células U87 e GBM1 foram mais sensiveis ao DPDT
em associacdo com os efeitos biolégicos da TMZ, porém, os mecanismos de agdo especificos ainda ndo foram esclarecidos. Em geral, apds experimentos
adicionais em andamento, pode-se melhor elucidar o correto mecanismo de acdo do DPDT e sua associagdo ao TMZ no tratamento de gliomas, visando
reduzir as doses de TMZ utilizadas na clinica e permitir uma diminuigédo real da os efeitos colaterais aos pacientes.
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