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RESUMO

Os gliomas representam mais de 70% dos tumores cerebrais primérios. Os glioblastomas
multiformes s&o gliomas malignos caracterizados por baixa incidéncia, mas altas taxas de
mortalidade. Apesar da responsividade inicial ao tratamento padréo realizado com o
quimioterapico alquilante temozolomida (TMZ), poucos foram 0s avancos para o0 progndstico
dos pacientes nos ultimos 10 anos. Isso deve-se ao fato desses tumores serem raramente
passiveis de ressec¢do cirargica e apresentarem alta taxa de recorréncia. Além disso, a
eficacia de seu tratamento encontra barreiras como efeitos colaterais indesejaveis e resisténcia
quimioterdpica. Nesse cenario, a descoberta de novas substancias que possam atuar com
efeito aditivo ou sinérgico e aumentem a sensibilizacdo de células tumorais ao tratamento,
torna-se uma estratégia terapéutica no campo da oncologia. O ditelureto de difenila (DTDF) é
um composto organico contendo tellrio que apresenta interessantes efeitos biolégicos in vitro,
como antioxidante, quimioprotetivo, citotéxico e antitumoral. Sendo assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos do DTDF e do quimioterapico TMZ, em regimes isolados e em
associacdo. Para tal foram investigados seus efeitos citotdxicos, ap0s exposi¢do aguda e
cronica, em culturas celulares de glioma nao-resistente (M059J) e resistente a TMZ (GBM). No
ensaio de viabilidade celular a TMZ apresentou citotoxicidade para as linhagens celulares
testadas, com valor de ICso maior na linhagem resistente do que quando comparado a linhagem
nao-resistente. Este dado foi confirmado pelo teste de duplicacdo cumulativa de populacéo e,
também, pela coloragdo com laranja de acridina, apés o tratamento de 120 h, por observar-se
um aumento na frequéncia de células positivas para a formagcédo de organelas vesiculares
acidas em ambas as linhagens, sendo predominantemente em células GBM. Além disso, foi
observado que o tratamento associando DTDF e a TMZ apresentou uma maior citotoxicidade
quando comparado aos tratamentos isolados, apds 120 h de tratamento. Portanto, o DTDF
sensibilizou as células ao tratamento com TMZ. Essa sensibilizacdo ocorreu em niveis
aproximados para ambas as linhagens, sendo os efeitos do DTDF independentes do perfil de
resisténcia & TMZ. Em conjunto, os dados desse trabalho sugerem o uso do DTDF em
associacdo a TMZ como uma estratégia para reduzir as doses de TMZ empregadas na clinica

e diminuir efeitos colaterais aos pacientes em tratamento de glioma.

Palavras-chave: gliomas malignos, temozolomida, ditelureto de difenila, antitumoral.
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ABSTRACT

Gliomas represent more than 70% of primary brain tumors. Malignant gliomas are characterized
by low incidence, but high mortality rates. Despite the initial responsiveness to the standard
treatment with the chemotherapeutic alkylating temozolomide (TMZ), few advances have been
made in the prognosis of patients in the last 10 years. This is due to the fact that these tumors
are rarely amenable to surgical resection and have a high rate of recurrence. Moreover, the
effectiveness of this treatment encounters barriers such as undesirable side effects and
chemotherapeutic resistance. In this scenario, the discovery of new substances that may act
with additive or synergistic effect and increase the sensitization of tumor cells to the treatment
becomes a therapeutic strategy in the field of oncology. Diphenyl ditelluride (DPDT) is a
derivative of tellurium used in various reactions of organic synthesis and has interesting in vitro
biological effects, as antioxidant, chemoprotective, cytotoxic and antitumor agent. Therefore
this work aimed to evaluate the cytotoxic effects of this organotellurium compound and the
chemotherapeutic, TMZ, in isolated and in association regimens, after acute and chronic
exposure, of non-resistant (M059J) and TMZ- resistant (GBM) glioma cells. Through the cell
viability assay, it was shown that TMZ is cytotoxic for both cell lines tested, showing a higher
ICso value in the resistant line when compared to the other line. This data was confirmed by the
cumulative population doubling test. In addition, by the acridine orange staining, it was verified
that autophagy might favor the chemoresistance, although not being the main resistance
mechanism in the lines tested. It was observed that DPDT clearly has a dose-dependent
cytotoxic effect on the M059J and GBM cell lines, in a lower concentration range than that used
with TMZ. DPDT sensitized the cells to TMZ treatment as evidenced by the decline in cell
viability. It is important to point out that this sensitization occurred in low and approximate ICso
values after both 24 h and 120 h of treatment, being the effects of the DPDT independent of the
resistance profile to TMZ. Taken together, data from this work suggest the use of DPDT in
association with TMZ as an interesting strategy to reduce the doses of TMZ used in the clinic

and to reduce side effects to patients under treatment of glioma.

Key words: malignant gliomas, temozolomide, diphenyl ditelluride, atitumor.
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1. INTRODUCAO

O elemento teldrio (Te) foi descoberto durante uma exploragdo em minas de
ouro na Hungria em 1782. Ele pertence a familia dos calcogénios, grupo 16 da tabela
periodica, assim como o enxofre e o selénio. As propriedades desse semi-metal sédo
amplamente exploradas na area industrial, como na producdo de aco, vidro, na
manufatura de componentes eletrénicos e na industria petroquimica. Esse elemento
ainda pode ser utilizado em lubrificantes sélidos ou como um aditivo antidetonante de
gasolina e na vulcanizacao da borracha. Mais recentemente, ele tem sido empregado no

processo de sintese de explosivos e no desenvolvimento de alguns farmacos.

O Te esta presente nas plantas e animais, mas é considerado um elemento néo-
essencial. Em humanos, geralmente ndo ultrapassa a presenca de 500 mg no
organismo, sendo sua principal fonte de exposicdo a ocupacional ou pela ingestédo de
alimentos, como carne, laticinios e cereais. Em casos de exposi¢cdo aguda como
ocupacionais e ambientais, mostra-se tdxico, dependendo do seu estado de oxidacao,
dose administrada e tipo do organismo exposto e pode causar dores de cabeca,
sonoléncia, ndusea, alteracdo da frequéncia cardiaca e um odor caracteristico no halito

e na urina.

Mesmo que o0s mecanismos envolvidos nos efeitos farmacolégicos e
toxicolégicos do Te em células eucariotas ainda sejam pouco conhecidos, as aplicacdes
das suas formas inorganica e organica (teluritos, TeOs 27, teluratos, TeOas 27, de metal
alcalino), tém sido amplamente exploradas, por exibirem atividade antifingica e
antibiotica. Da mesma forma, o composto AS-101 (telurato de tricloro amdnio
dioxoetileno-O,0") se encontra em ensaios clinicos de fase Il, devido seu potencial
imunomodulador em pacientes com psoriase. Essa molécula foi capaz de diminuir a
progresséao da nefropatia diabética em ratos e apresentou atividade de modulagéo redox,
potencial imunomodulador e potencial antitumoral em ratos e culturas celulares. Além
disso, compostos organicos contendo Te s&o considerados promissoras moléculas com
potencial antitumoral, relacionado com as suas propriedades citotoxicas, e/ou efeito

guimioprotetor.
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Frente ao exposto, o composto organico contendo telario, ditelureto de difenila
(DTDF), é uma molécula simples e estavel, que apresenta efeitos genotdxicos,
citotoxicos e mutagénicos em roedores, devido a sua capacidade de oxidar grupamentos
tidlicos, tendo reflexo no metabolismo proteico celular. Além disso, seu efeito citotoxico
também foi observado nas linhagens HL-60, HT-29 e Caco-2, nas quais induziu
apoptose. Esses resultados sugerem um potencial antiproliferativo da molécula. Por
outro lado, em baixas concentracbes, esse composto pode apresentar potencial
quimioprotetivo, reduzindo os efeitos genotdxico e mutagénico de diferentes mutagenos
em fibroblastos de hamster chinés (células V79). No caso da terapéutica anticancer,
essas duas faixas sao interessantes: no intervalo de concentracéo segura, investiga-se
0 potencial quimiopreventivo dos compostos, porém em concentracdes mais elevadas,
investiga-se a atividade citotoxica, a qual é importante do ponto de vista de erradicacao

das células tumorais.

Apesar do avanco tecnolégico que tornou as técnicas diagndésticas mais
sensiveis e as estratégias terapéuticas mais eficazes, a falta de seletividade dos
farmacos e a resisténcia quimioterapica contribuem para o aumento da malignidade de
canceres, principalmente como os gliomas. Esses sdo tumores primarios do sistema
nervoso central originados de transformacdes malignas das células da macrdglia,
caracterizados pelo seu crescimento rapido e progressivo, baixas taxas de incidéncia e

altas taxas de mortalidade.

Dentre os gliomas de grau IV, o glioblastoma multiforme (GBM) merece
destaque, por que ndo ocorreram avangos nos ultimos dez anos, no que se refere a
novas estratégias terapéuticas. Atualmente, a terapia padrdo do GBM é composta por
cirurgia, radioterapia e quimioterapia concomitante e adjuvante com o0 agente
temozolomida (TMZ), enquanto que para o GBM recorrente utiliza-se o bevacizumabe.
No entanto, o tratamento com farmacos isolados vem mostrando-se ineficaz em induzir

respostas completas ou parciais significativas nos pacientes.

Portanto, faz-se necessario o estudo das neoplasias de natureza extremamente
agressiva e a validacdo de novos agentes quimioterapicos que atinjam populactes
celulares em diferentes fases do ciclo celular. Desta forma, busca-se diminuir o
desenvolvimento de resisténcia as drogas, promover avanco ha resposta terapéutica e

aumentar a qualidade de vida do paciente.
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Considerando tal cenario e os recentes estudos farmacol6gicos com o0s
compostos organotelurados, o presente trabalho procurou avaliar os efeitos do DTDF, e
do quimioterapico amplamente utilizado, TMZ, em regimes isolados e em associacao.
Para tal, foram avaliados seus efeitos citotdxicos, ap0s exposicdo aguda e cronica, de

culturas celulares de glioma néo-resistente e resistente a TMZ.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANCER

O cancer € uma doenca crénica cujas projecoes estatisticas mundiais revelam
10 milhdes de novos diagnésticos a cada ano (WHO, 2017) e mostram que essa ira
superar as doencas cardiacas como principal causa de morte nos préximos anos
(Siegel, Miller & Jemal, 2015). No cenéario mundial, verifica-se que o cancer é a causa
de uma em cada sete mortes. Nos Estados Unidos, uma em cada quatro mortes esta
relacionada a esta patologia (ACS, 2015), mesma propor¢do observada no Reino
Unido (Cancer Research UK, 2014). No cenario brasileiro, para o biénio 2018-2019,
estima-se o registro de aproximadamente 600 mil novos casos de cancer para cada
ano, com prevaléncia aproximada de 217/100 mil nos homens, e 191/100 mil nas
mulheres (INCA, 2018).

Sabe-se que o cancer € uma condicdo patolégica complexa (Phillips & Currow,
2010; Fayyaz et al., 2016). Trata-se de um conjunto de doencas geradas pelo acumulo
de mutacdes genéticas, as quais conferem vantagens adaptativas para multiplicacéo e
disseminacao descontroladas das células, formando tumores (Sale, 2013; Schaefer &
Serrano, 2016). Este processo de transformacéo € caracterizado pela angiogénese
sustentada, autossuficiéncia em sinais de crescimento, resisténcia a sinais de anti-
crescimento, antiproliferacdo e pré-apoptéticos, potencial replicativo ilimitado pela
sobrevida celular prolongada, capacidade de gerar metastase e invasao tecidual,
evasao da destruicdo imunologica, instabilidade gendmica e mutacao, reprogramacao
do metabolismo energético e inflamacéo promotora de tumores (Hanahan & Weinberg,
2011).

O progresso nas areas da genética e biologia molecular propicia novas
possibilidades para o diagnostico mais sensivel e especifico de doencas, bem como
acompanha o aumento da expectativa de vida da populacdo mundial. Isso se deve ao
melhoramento de diretrizes terapéuticas, as quais se direcionam para agdes de suporte
e manejo de um tratamento cada vez mais individualizado e personalizado (Pritchard
et al., 2017).
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O aumento da expectativa de vida, a melhoria e a evolugdo dos métodos
diagnosticos e da qualidade dos sistemas de informacédo dos paises é proporcional as
taxas de incidéncia e prevaléncia de diversas doencas, sendo uma delas o cancer (GBD
2015 Mortality and Causes of Death Collaborators, 2016).

Quanto a terapéutica, o regime padréo para grande parte dos canceres ¢ feita
pela triade terapéutica, composta de resseccao cirurgica, quando possivel, seguida de
radioterapia e/ou a utilizacdo de farmacos que podem alcancar altos indices de
citotoxicidade (quimioterapia), principalmente, em células com alta taxa proliferativa
(INCA, 2018). Além da abordagem terapéutica convencional, outros agentes bioldgicos
sdo testados em um grande numero de ensaios clinicos, mas revelam em sua maioria
pequenas melhorias ao paciente no momento em que esbarram em barreiras como
efeitos colaterais indesejaveis, falta de seletividade dos farmacos e a resisténcia
quimioterapica (Padma, 2015). Esses sédo fatores que contribuem para o aumento da
malignidade de canceres como os gliomas (Andren- Sandberg, 2011; Omuro &
Deangelis, 2013).

Muitos sdo os desafios para o tratamento do cancer, sendo ainda que sua
etiologia é caracterizada, principalmente, pelo acimulo de alteracdes genéticas em
uma ou em um pequeno grupo de células, conhecidas como células-tronco do tumor,
gue se mantém silenciosas e indetectaveis por, até mesmo, muitos anos (Hu & Kesari,
2018). Portanto, o cancer acaba mostrando um carater de doenca crénica em que, de
acordo com o perfil de cada neoplasia e organismo, seu desenvolvimento pode se
estender por anos, periodo em que o paciente passa por modificacdes no seu processo
vital, com significativa morbidade fisica e psicolégica. Desta forma, mesmo que néo
haja cura para tal condicdo € necessaria a elucidacdo de mecanismos envolvidos
desde o processo carcinogénico até a quimiorresisténcia e metastase. Aliado a isso,
0S avangos nas pesquisas clinicas e o uso combinado de farmacos buscam atingir
diferentes vias nos estagios da progressdo tumoral, promovendo sobrevida,
monitorando o desenvolvimento do tumor e promovendo a manutencao da terapéutica
(Phillips & Currow, 2010).

17



2.2 CONCEITO E CLASSIFICACAO GERAL DOS GLIOMAS

Os gliomas sdo tumores primarios do sistema nervoso central originados de
transformacdes malignas das células da macrdéglia: oligodendroécitos, astrécitos,
células de Schwann e células ependimarias. S&o caracterizados pelo seu crescimento
rapido e progressivo, baixas taxas de incidéncia e altas taxas de mortalidade, ambas
com tendéncia a aumentar nos préximos anos, especialmente nos paises em
desenvolvimento (Chesler, Berger & Quinones-Hinojosa, 2012; Ghotme et al., 2017;
Lenting et al., 2017).

Em 2007, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), com base em dados
histoldgicos e epidemiolégicos, classificou os tumores do sistema nervoso central nos
seguintes parametros: tipo celular, grau de malignidade e localizagdo tumoral. Em
2016, a OMS utilizou parametros moleculares aliados aos histoldgicos para classificar
entidades tumorais, variantes e padrdes recém-reconhecidos e eliminar alguns ja
descritos que ndo possuem mais diagnostico e/ou relevancia biolégica. Assim,
formulou-se um meio de nomear estes tumores com maior preciséo e estruturou-se um
novo modo de diagnostica-los (Louis et al., 2016).

A nova classificacdo da OMS reestrutura gliomas difusos, meduloblastomas e
outros tumores embrionarios. Também, reorganiza os glioblastomas de acordo com
seu perfil de mutacdo no gene IDH. E, adiciona a invaséo cerebral como critério de
meningioma atipico e o diagnéstico de tumor fibroso solitario/ hemangiopericitoma
como uma entidade Unica e ndo mais como dois tumores distintos (Louis et al., 2016).

No que diz respeito a nomenclatura dos tumores, propde-se uma associacao do
diagnéstico morfoldgico a sua assinatura molecular. Sendo, por exemplo, o diagnéstico
de glioblastoma, ja citado acima, acompanhado da sua caracteristica genética de
apresentar ou ndo a mutacao no gene IDH. O mesmo ocorre com os diagnosticos de
astrocitoma e oligodendroglioma, os quais devem ser acompanhados pelas suas
caracteristicas moleculares de ter ou ndo a mutagéo neste mesmo gene (Louis et al.,
2016).

Na nova classificacdo foram ainda incluidas as nomenclaturas: astrocitomas
difuso (IDH-mutante e ndo-mutante) e anaplasico (IDH-mutante e ndo-mutante); os
gliomas difusos, incluindo os astrociticos de graus Il e lll; os oligodendriogliomas de

graus Il e lll; glioblastomas de grau 1V; gliomas difusos relacionados a infancia e glioma
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difuso da linha média; ependinoma H3 K27M-mutante; meduloblastoma Wnt- ativado e
SHH-ativado; e tumor embrionario com mdultiplas camadas de rosetas, C19MC alterado
(Louis et al., 2016).

Além disso, houve a inclusdo de uma categoria provisoria, classificada como
“Nao Especificado de Outra Forma” (da sigla em inglés, NOS), utilizada quando os
tumores nado apresentam um perfil molecular caracteristico ou nao for possivel realizar
a pesquisa destas alteracdes genotipicas, seja por indisponibilidade de proceder a
analise por estudo imunohistoquimico ou por indisponibilidade de realizar o
sequenciamento do material genético do tumor (para revisdo ver: Louis et al., 2016;
Reifenberger et al., 2016).

Os tumores, também, podem ser classificados com base no tipo celular.
Conhecidos como astrocitomas, oligodendrogliomas ou ependinomas, com base nas
suas caracteristicas histologicas, como semelhanca fenotipica destas células com os
diferentes tipos de células da glia, astrocitos, oligodendrécitos ou ependimais,
respectivamente (Jiang & Uhrbom, 2012). Ha ainda, os tumores “mosaico”, os quais
apresentam caracteristicas tanto de astrocitomas quanto de oligodendrogliomas,
sendo nomeados oligoastroctiomas. Além das diferencas morfoldgicas, ha a
classificacdo em subtipos de acordo com semelhancas e particularidades dos tumores,
a qual envolve aspectos genéticos, de malignidade, desenvolvimento tumoral,
sensibilidade terapéutica e progndéstico dos pacientes (pararevisao ver: Brat et al., 2007;
Fuller & Scheithauer, 2007; Louis et al., 2007; Nakazato, 2008).

A malignidade tumoral esta classificada em uma escala que varia de | a IV.
Com base em aspectos histolégicos, os gliomas de baixo grau | e Il sdo de crescimento
lento, diferenciados e passiveis de resseccdo cirdrgica, sendo tumores de grau |
encontrados tipicamente em criangas. Entre os gliomas de baixo grau os 5 principais
subtipos sdo: astrocitoma difuso (acomete principalmente individuos adultos da faixa
de 30 a 40 anos), astrocitoma pilocitico (ocorre quase exclusivamente em individuos
com idade inferior a 25 anos), oligodendroglioma (0o segundo tipo mais comum de
glioma de baixo grau), gangliogliomas (misto de astrocitoma pilocitico e células
neuronais; acomete individuos na faixa dos 20 anos), gliomas mistos (nhormalmente
apresentam caracteristicas de astrocitoma difuso e oligodendroglioma (Brat et al.,
2007; Fuller & Scheithauer, 2007; Louis et al., 2007; Nakazato, 2008).

No que se refere aos gliomas de alto grau Ill e IV, 0s mesmos sao tipicamente

ndo-diferenciados ou anaplésicos, apresentam alta agressividade, alta proliferacéo,
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raramente sdo passiveis de resseccao cirirgica, resistentes a terapia, com prognostico
desfavoravel aos pacientes e possuem alta taxa de recorréncia. Os dois subtipos mais
comuns e agressivos sdo 0 astrocitoma anaplasico (grau Ill, com alto indice
proliferativo e histologicamente definido pela atipia nuclear e atividade mitGtica
pronunciada) e o glioblastoma multiforme (grau IV, representa mais de 70% dos
gliomas de alto grau diagnosticados e o tipo mais agressivo de tumor primario cerebral)
(Brat et al., 2007; Fuller & Scheithauer, 2007; Louis et al., 2007; Nakazato, 2008).

A terceira classificacdo é feita com base na localizacdo tumoral, referente ao
local onde os tumores se desenvolvem. Ela é baseada em uma estrutura membranosa
gue separa o cérebro do cerebelo, o tentorium cerebelar (ou “teto” cerebelar). Assim,
os gliomas podem ser definidos como supratentoriais, que se desenvolvem acima do
tentorium (no cérebro) e correspondem a 70% dos gliomas em pacientes adultos, e
infratentoriais, que se desenvolvem abaixo do tentorium(no cerebelo) e correspondem
a 70% dos gliomas em pacientes pediatricos (Brat et al., 2007; Fuller & Scheithauer,
2007; Louis et al., 2007; Nakazato, 2008).

2.3 TRATAMENTO ANTINEOPLASICO CONTRA GLIOBLASTOMAS

A historia do glioblastoma multiforme (GBM) ndo apresenta grandes avancgos
nos ultimos 10 anos, no que se refere a novas estratégias terapéuticas. O tratamento
padréo para GBM é composto por cirurgia, radioterapia e quimioterapia concomitante e
adjuvante, geralmente realizada com o agente alquilante citostatico temozolomida
(TMZ) (Zhang, Stevens & Bradshaw, 2012; von Neubeck et al., 2015; Ensign et al.,
2016).

A T™MZ (3,4-dihidro-3-metil-4-oxoimidazo-[5,1-de]-1,2,3,5-tetrazin-8-
carboxamida) (Fig. 1) é administrada via oral por 5 dias a cada 28 dias, e facilmente
absorvida via oral, atravessa rapidamente a barreira hemato-encefalica e € melhor
tolerada do que outros compostos do grupo dos triazenos, como a mitozolomida e a
dacarbazina. Segundo Friedman, Kerby & Calvert, (2000), os efeitos colaterais nao-
hematolégicos mais frequentes sdo nauseas, cefaleia, vomito e fadiga (grau 1 e 2;
leves), sendo estes controlados com o uso de antieméticos e analgésicos (Friedman,
Kerby & Calvert, 2000; Koukourakis et al., 2009; Wesolowski, Rajdev & Mukherji, 2010;
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Johnson & O'Neill, 2012). TMZ é um pro-farmaco derivado de imidazotetrazona que,
quando metabolizado, gera o metabdlito MTIC (5-[3-metiltriazeno-1-illimidazol-4-
carboxamida), responsavel por seu efeito toxico, capaz de formar o ion metildiazonium,
gue metila o DNA nas posi¢cdes N’ da guanina e 0° da metilguanina. Dependendo da
deficiéncia de reparo e magnitude do dano, pode levar a morte celular nas fases G2/M,
desempenhando, assim, atividade antitumoral em uma variedade de tipos de cancer
(Nagasawa, 2012; Chen, 2015; Sang, 2016).

No entanto, a histéria da TMZ teve inicio quase 30 anos antes, na década de
70, na Universidade de Aston, na Inglaterra, quando uma série de novas
imidazotetrazinonas foram sintetizadas (Stevens, Gescher & Turnbull, 1979; Stevens et
al., 1984). Tais agentes continham trés atomos de nitrogénio adjacentes que lhes
conferiam propriedades fisico-quimicas e atividade antitumoral desconhecidas até
entdo, o que, apds estudos em modelos murinos e constatacdo de baixos efeitos
colaterais, levou ao desenvolvimento da temozolomida (Stevens et al., 1984).
Disponivel comercialmente desde o ano 2000, € um pro-farmaco de baixo peso
molecular (194,1g/mol) e praticamente eliminada apos 8h da ingestdo (T2: 1,8 h)
(Friedman, Kerby & Calvert, 2000; Johnson e O'Neill, 2012).
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Figura 1 — Estrutura quimica da temozolomida (CeHeNeO2).

No que diz respeito ao tratamento padréo para GBM recorrente, utiliza-se o
bevacizumabe, um anticorpo monoclonal que bloqueia a a¢ao do fator de crescimento
endotelial vascular (da sigla em inglés, VEGF) e impede o crescimento de vasos
sanguineos que alimentam tumores malignos, produzindo uma taxa de resposta entre

25 - 60% (Wong et al., 2011). Outra estratégia terapéutica frente a recorréncia tumoral
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€ a nitrosureia (BCNU ou Camustina) altamente lipossoluvel, que atua como um agente
alquilante de ciclo celular inespecifico, ao induzir liga¢des cruzadas nas moléculas de
DNA e RNA e inibir o funcionamento de diversas enzimas através de carboxilacdo. O
acumulo destes danos na molécula de DNA desencadeia o processo de morte celular,
mas apenas um modesto aumento na sobrevida dos pacientes, em média 2 meses, e
uma série de efeitos colaterais, como a reduc¢éo do volume de liquido cerebroespinal,
aumento da pressao intracraniana e edema (Westphal et al., 2006; Gutenberg et al.,
2013). Ainda, outras nitrosureias, irinotecano e cisplatina tém demonstrado eficacia no
tratamento adjuvante de gliomas, em casos de recorréncia e progressao de tumores
(para reviséo ver: Carrilho & Munoz, 2012; Weller et al., 2013; Glaser et al., 2017).

Uma vez que o GBM é também caracterizado como resistente a terapias
multimodais com baixo indice de sobrevivéncia, ha a possibilidade das terapias alvo
tumoral (Glaser et al., 2017). Esforcos cientificos nesse sentido tém proporcionado um
melhor entendimento da carcinogénese e o desenvolvimento de agentes mais
especificamente direcionados a novos alvos terapéuticos, bem como, subgrupos de
pacientes estratificados de acordo com a idade e perfil de marcadores moleculares
para cada tipo de tumor (Chen, 2015; Mukaihara & Suehara, 2015). Tais medidas
devem continuar revolucionando o tratamento de cancer, tornando-o mais eficaz e
acessivel (Gore, DeGregori & Porter, 2013).

A quimiorresisténcia caracteriza-se como um efeito citotoxico diferente do
esperado, irresponsivo ao tratamento (Holohan et al., 2013). E um evento multifatorial,
gue envolve multiplos mecanismos inter-relacionados ou independentes, 0s quais se
manifestam de diferentes formas como, por exemplo: o aumento do efluxo do farmaco;
ainativacao desse; alteracdes nos alvos terapéuticos, processamento do dano induzido
pelo farmaco e alteracdes na solubilidade, distribuicdo sistematica, metabolismo e
excrecao desse (Longley & Johnston, 2005; Gatti & Zunino, 2005; Wong & Goodin,
2009; Holohan et al., 2013; Kartal-Yandim, Adan-Gokbulut & Baran, 2015).

Exemplos de alguns alvos terapéuticos relacionados a GBM é a O-6-
metilguanina-metiltransferase (MGMT), enzima que reduz a citotoxicidade de agentes
Of-alquilantes, como a TMZ, pela catalizacdo da transferéncia de grupos metil da
posicdo O6 da guanina para o residuo de cisteina por meio do sitio ativoda enzima
MGMT. A transferéncia de grupos alquil para MGMT leva a inativacédo desta, levando a
sua degradacgdo via proteossomal, dai a expressao “enzima suicida”. Infelizmente,

muitos GBMs exibem aumento na expressdo de MGMT, o que reduz a efetividade dos
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agentes alquilantes como a TMZ, ou seja, uma redug&o na sua expressao em tumores
é clinicamente relevante e um fendtipo celular importante a ser considerado durante o
tratamento (Zhang, Stevens & Bradshaw, 2012; Chen et al., 2015; Annovazzi et al.,
2015).

De maneira semelhante, ocorrem modificacdbes na poli (ADP-ribose)
polimerase 1 (PARP-1), uma enzima fundamental para o reparo de quebra de fita
simples, que mantém a integridade do genoma (Chen et al., 2015). Ela atua como
componente do reparo por excisédo de bases (da sigla em inglés, BER), ligando-se ao
dano de DNA de cadeia simples e recrutando enzimas de reparo adicionais para o local
do dano. A inibicdo de PARP-1 em células proliferativas sensibiliza as células ao dano
de DNA gerado pelo quimioterapico, resultando na parada do ciclo celular (Chen etal.,
2015). Além da via de reparo BER, o reparo de bases mal-emparelhadas (da sigla em
inglés, MMR) interfere na resposta a tratamentos em diversos tipos tumorais, uma vez
que qualquer defeito em algum de seus componentes pode resultar na aquisicdo de
resisténcia a agentes alquilantes, independente da expressao de MGMT (Johannessen
et al., 2008). Inumeros estudos demonstraram que mutacdes em genes dessa via
contribuiram para o aumento da irresponsividade no tratamento, por meio da
resisténcia a inducao de apoptose induzida por TMZ (D'atri et al., 1998; Taverna et al.,
2000; Cahill et al., 2007; Cancer Genome Atlas Research, 2008; Yip et al., 2009; Stark
et al., 2010; Felsberg et al., 2011). Dessa forma, a superexpressao da enzima MGMT,
0 correto funcionamento do sistema BER e o mal funcionamento do sistema MMR
configuram o pior quadro de resisténcia possivel a TMZ em células de GBM.

Mais recentemente, outro mecanismo relacionado a resisténcia é a autofagia
(White, 2012; Filippi-Chiela et al., 2015). Ela € uma via onde organelas e proteinas sao
degradadas via lisossomal. Essa via tem a finalidade de manter a biossintese celular e
a viabilidade durante estresses metabolicos como, por exemplo, a privacdo de
nutrientes. Em células de cancer, seu papel é paradoxal. Ora funciona como uma via
supressora de tumor, ao inibir a iniciacdo do tumor, ora como um mecanismo de
resisténcia ao farmaco, ao facilitar a sobrevivéncia das ceélulas com tensdes
metabdlicas causadas pelos agentes anticancerigenos (White, 2012; Filippi-Chiela et
al., 2015).

Tendo-se em mente que fatores como a heterogeneidade presente na
etiopatogenia e resisténcia do glioblastoma (para revisdo, ver Sang, 2016) levam a

defeitos na capacidade de processamento das vias de reparo, recrutando vias
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alternativas, as quais podem permitir que as células cancerigenas continuem sua
proliferacdo, faz-se necessario elucidar meios que interfiram nessas vias. Assim,
algumas estratégias para induzir células especificas de cancer a morte, principalmente
pelo uso da letalidade sintética, com aumento na sensibilizacdo destas células a
agentes com alto indice terapéutico sdo evidenciadas (Kaelin, 2005; Holohan et al.,
2013).

2.4 TELURIO E COMPOSTOS ORGANOTELURADOS

Os elementos do grupo 16 da tabela peridédica possuem propriedades fisico-
quimicas semelhantes as quais caracterizam a familia dos calcogénios (do grego
khalkos, cobre ou minério; e genos, aquilo que da origem; assim, “originario do cobre” ou
"qgue vem do minério") que, quando na forma organica, sdo denominados
organocalcogénios. Fazem parte dessa familia, os seguintes elementos: oxigénio (O),
enxofre (S), selénio (Se), teltrio (Te) e poldnio (Po) (Chastenn et al. 2009).

Desde os anos 80, o selénio teve suas farmacologia e toxicologia amplamente
estudadas, o que possibilitou a sintese de compostos organicos contendo selénio
(compostos organoselenados), os quais apresentam interessantes propriedades
farmacodinamicas, entre elas atividade antitumoral (Kim et. al., 2014). Neste sentido,
alguns compostos selenados inorganicos apresentam potencial antitumoral ao passo
que, ao induzirem uma superexpressao da proteina Bax e dano no DNA na linhagem
MT-4 (leucemia linfoblastica humana) induzem apoptose (Philchenkov et al., 2007).

Foi também durante os anos 80 que as descobertas com compostos selenados
inspiraram o estudo de outro elemento da mesma familia, com propriedades fisico-
quimicas semelhantes, o teltrio (Te) (Comasseto et al., 1997; Comasseto, 2010).
Originado do latim tellus (terra), o Te foi descoberto por Franz Joseph Miuller
Reichstein, durante um trabalho em minas de ouro na Hungria, em 1782 (Chasteen et
al., 2009). Trata-se de um semi-metal ou metaloide, pois possui propriedades
intermediarias a metais e ndo-metais; € amplamente explorado na area industrial como
liga para troca de fase de discos magnéticos Opticos, painéis solares, dispositivos
termoelétricos, desenvolvimento de nanomateriais, producdo de vidro e aco, na

indUstria petroquimica, producdo de explosivos, lubrificantes solidos, solucdes
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oxidantes e na vulcanizagéo de borracha, entre outras aplicagdes (Taylor, 1996; Ogra,
2017).

Considerado um elemento raro em seu estado livre, 0 Te ndo possui depdsitos
de minério que possam ser extraidos. J& na sua forma metéalica & mais frequentemente
encontrado como telurideo de ouro (calaverita) ou ligado a outros metais, como a prata
e 0 bismuto. Quanto a isso, estima-se que a producdo global de Te foi de
aproximadamente 450 toneladas em 2016 (USGS, 2016). Constatada sua presenca na
natureza e contato com o solo, a principal fonte de exposicdo a humanos €, em geral,
pela ingestédo de alimentos, como carne, laticinios e cereais (Gerhardsson, 2015).

Outras caracteristicas consideraveis do Te sdo que ele é um elemento nao-
essencial e ndo-benéfico, podendo ser toxico para plantas e animais (Gerhardsson,
2015). No organismo humano, é relatada a presenca de 500 mg de Te, valor este que
excede o0s niveis de todos os outros elementos em humanos, exceto ferro, zinco e
rubidio. Sua ocorréncia é principalmente nos rins, mas também no sangue, coracao,
pulmdes, baco, musculos e ossos (Schroeder, Buckman & Balassa, 1967; Cohen,
1984; Nogueira, Zeni & Rocha, 2004; Chasteen et al., 2009; Gerhardsson, 2015).
Ainda, o metabolismo das suas formas inorganica e organica (teluritos, TeO3z?", e
teluratos, TeO4?", de metal alcalino) é amplamente explorado em bactérias e fungos,
por exibirem atividade antifingica e antibiética, em especial contra bactérias Gram-
negativas (para revisao ver: Cooper & Few, 1952; Marwin, 1958; Chasteen et al., 2009).

Informacdes sobre a toxicologia de moléculas organica contendo Te, em
ambientes biologicos, sdo escassas na literatura (Nogueira, Zeni & Rocha, 2004). O
que se sabe até o momento, é que a toxicidade dos compostos OT pode depender em
grande parte da sua via de exposicao, dose aplicada e estado de oxidacéo (Nogueira,
Zeni & Rocha, 2004). Alguns autores afirmam que compostos OT sao mais tdxicos que
compostos analogos de enxofre e selénio (Nogueira, Zeni & Rocha, 2004; Cunha,
Gouvea & Juliano, 2009), enquanto outros descrevem que compostos OT sdo menos
toxicos que compostos organoselenados (Engman, 1985). Ainda, a ampla aplicacao
na industria e o potencial farmacologico do Te aumentam a exposi¢do de humanos a
seus compostos derivados, tornando essencial a elucidagcéo da sua toxicidade, em
todos os aspectos — genotoxicidade, citotoxicidade, toxicidade sistémica e reprodutiva
(Guillamet et al., 2008; Ogra, 2017).

Quanto a citotoxicidade de compostos organicos contendo Te, 0S mecanismos
associados a este efeito envolvem a acéo direta ou indireta em biomoléculas como
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lipideos, proteinas e DNA. Neste sentido, altas concentracbes de telureto de
hidroxifenila, telureto de fenilamina e telureto de N,N-dimetila induzem quebras ao
DNA, avaliadas pelo ensaio cometa em células TK6 (linfoblastoma humano) em cultivo
(Guillamet et al., 2008). Outro exemplo, é a interacdo dos compostos ditelureto de
dimetila e dicloreto de dimetil com grupamentos sulfidrila da enzima esqualeno
monoxigenase, a segunda enzima na via da biossintese do colesterol, levando a
inibicdo desta proteina. Assim, o bloqueio dessa via resulta na desmielinizacao
transitoria de nervos periféricos, o que explica um quadro patolégico, observado em
ratos, in vivo, conhecido como neuropatia induzida por Te (Goodrum, 1998; Laden &
Porter, 2001). O mesmo efeito foi observado com selenito e outros compostos de
metilselénio (Gupta & Porter, 2002).

No que se refere a sua aplicacdo farmacolégica, 0s compostos
organotelurados (OT) possuem propriedades antioxidantes, imunomoduladoras,
quimiopreventivas e antitumorais bastante interessantes, embora muito complexas
(Nogueira et al., 2004). Podem ser citados como exemplo o amino&cido modificado Te-
fenil-L-telurocisteina, capaz de inibir a geracdo de espécies reativas de oxigénio e
algumas isoenzimas do sistema citocromo P-450, as quais sdo responsaveis pela
ativacao de pré-carcindégenos (Roosebom et al., 2002).

Dentre os compostos OT, destaca-se o0 Telurato de tricloro amdnio
dioxoetileno-0O,0' (AS-101) visto suas aplicacdes farmacoldgicas. Em pacientes com
doencas auto-imunes, é potencial imunomodulador (Halpert & Sredni, 2014). Enquanto
que, em pacientes com nefropatia diabética é potencial clinico na inibicdo da via AKT
(proteina quinase B) e diminui a progressao da doenca (Shemesh et al., 2014). E, em
roedores, inativou proteases de cisteina, como a catepsina B, proteinas de
sobrevivéncia do tumor, como a survinina e obstrui a producdo de IL-10 tumoral
(Sredni, 2012).

E de interesse na &rea de terapia anticAncer o fato de compostos OT e
organoselenados interagirem diretamente com grupamentos tiois, oxidando-os a
dissulfetos. Por exemplo, foi reportado que compostos OT foram capazes de inibir a
enzima tiorredoxina redutase (TrxR) e, assim, induzir estado de estresse oxidativo,
parada de ciclo celular e apopstose, em cultura de células tumorais de mama (MCF-7)
(Engman et al., 2003).

Outro exemplo quanto a mimetizacdo de atividade enzimatica, os diaril

teluretos, como o bis(4-aminofenil) telureto e o bis-[p-(dimetilamino )fenil] telureto sé&o
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capazes de mimetizar a atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx), a qual
participa de um dos sistemas antioxidantes mais importantes do corpo humano e pode
contribuir para a resisténcia a agentes oxidantes na terapia anticancer. O fato de
compostos OT serem capazes de oxidar GSH (glutationa) em GSSH (glutationa
oxidada) pode ser um dos principais motivos pelo qual esses compostos sao toxicos e
potenciais agentes para a sensibilizacdo de tumores a terapia (Engman et al., 1995;
Nogueira et al., 2004; Zhu et al., 2018).

2.5 DITELURETO DE DIFENILA

O derivado orgéanico de Te, ditelureto de difenila (DTDF) (Fig. 2) € um composto
sélido e hidrofébico. O mesmo é utilizado em reacBes de sintese organica que,
dependendo da forma e quantidade de exposicao pode ser téxico e mutagénico em
animais. O DTDF mostrou-se capaz de oxidar grupamentos tiolicos em proteinas. Por

isso, afeta uma série de enzimas importantes, como a &-ALA-D (4cido delta-

aminolevulinico desidratase), a Na*KTATPase (s6dio-potassio ATPase) e a TrxR. A
TrxR € atuante na resposta a estresse, reparo de proteinas e protecao contra o dano
oxidativo (Arner & Holmgren, 2000; Lillig & Holmgren, 2007). Esta enzima é
superexpressa em diversos tumores primarios, como pulmao, célon, cervical, figado,
pancreas, colorretal e de células escamosas (Engman et al., 2003; Rocha & Nogueira,
2005; Cunha, Gouvea & Juliano, 2009; Borges, Souza et al., 2010). Além disso, a TrxR
relaciona-se a efeitos deletérios nas células, levando a citotoxicidade e morte celular
(Carvalho et al., 2008). Sendo assim, o sistema TrxR € outro promissor alvo redox para

a terapia anticancer (Urig & Becker, 2006).
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Figura 2 — Estrutura quimica do ditelureto de difenila (CeHsTe)2, abreviado PhzTez, de

massa molar de 409,42 g/mol.

A neurotoxicidade do DTDF em roedores ja foi descrita na literatura. Esta
substancia interrompe a homeostase do citoesqueleto visto que, em diferentes
concentracdes, foi capaz de desencadear hipofosforilacdo da proteina acida fibrilar glial
(da sigla em inglés, GFAP), alteracdes nos niveis de vimentina e subunidades de
neurofilamento (NFL, NFM e NFH) e desorganizacdo de actina em astrécitos co-
cultivados e neurdnios do cértex cerebral de ratos (Heimfarth et al., 2017). E, em ratos
em desenvolvimento, utilizando ensaios in vivo e in vitro, é neurotoxico ao induzir
hiperfosforilagao/hipofosforilacéo de proteinas de filamentos intermediarios neuronais
e gliais, em diferentes estruturas cerebrais, além de neurodegenerativo, ao influenciar
a regulacao diferencial por quinases/fosfatases das proteinas de citoesqueleto e nos
mecanismos mediados por Ca 2* (para revisdo, ver: Duckett & Ellem, 1971; Pessoa-
Pureur, Heimfarth & Rocha, 2014; Heimfarth et al., 2016; Heimfarth et al., 2017).

Esse composto OT também pode provocar neuropatia periférica, devido a sua
capacidade de desmielinizacdo, pela inibicdo da enzima sulfidrilica importante na
biossintese do colesterol, principal lipidio presente na mielina, a esqualeno
monooxigenase (Toews et al., 1997; Goodrum, 1998; Laden & Porter, 2001). Além
disso, relata-se sua toxicidade renal e hepatica, observadas pelo aumento da atividade
plasmatica das enzimas alanina aminotransferase e aspartato aminotransferase
quando ha dano aos hepatocitos (Meotti et al.,, 2003; Maciel et al., 2000). E seu
potencial teratogénico em fetos de ratos, pela observacdo de hidrocefalia, edemas e
alteracdes nas medidas corporais fetais, altas taxas de mortalidade pré e pds-natais,

além de efeitos toxicos para a rata mae (Stangherlin et al., 2005).
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Em um estudo do nosso grupo, O DTDF demonstrou efeito genotéxico e
mutagénico em diferentes modelos biolégicos (Degrandi et al., 2010). Houve alteracao
no quadro de leitura, por DTDF, na bactéria Salmonella typhimurium e na levedura
Saccharomyces cerevisiae. A elevada sensibilidade ao DTDF foi verificada em
mutantes de S. cerevisiae deficientes na reparacao por excisao de bases (BER) e na
reparacdo por recombinacdo homodloga (HR) (Degrandi et al.,, 2010), sugerindo a
participacédo dessas vias na reparacao dos danos no DNA provocados pela molécula.
Degrandi e colaboradores (2010) verificaram ainda que, em concentracdes acima de 1
UM, em células V79, o DTDF foi citotoxico.

No entanto, os mecanismos relacionados a reducédo da viabilidade celular pelo
DTDF séo pouco conhecidos. Aparentemente, o0 estresse oxidativo € um mecanismo
gue contribui no potencial citotéxico do DTDF. Neste sentido, de acordo com Degrandi
e colaboradores (2010), foi relatado que o DTDF em doses acima de 50 pM em
leveduras e >0,5 pM em células V79, induziu aumento nos niveis de peroxidacao
lipidica e reducéo na relacdo GSH/GSSH, devido a oxidacdo da GSH provavelmente
provocada pela molécula. Complementarmente, em outro estudo, linhagens de
leveduras deficientes em topoisomease | (Topol) foram mais resistentes a exposi¢cao ao
DTDF do que a linhagem selvagem. Esse resultado sugeriu que o DTDF fosse capaz
de inibir a enzima Topo | em levedura, o que foi confirmado no mesmo trabalho pelo
ensaio in vitro de relaxamento de DNA plasmidial (Jorge et al.,, 2015). Assim,
possivelmente pela capacidade do DTDF de induzir um estado de estresse oxidativo
na célula e a capacidade da molécula de inibir a enzima Topo |, esse composto cause
lesGes no DNA, como danos oxidativos, quebras simples e duplas (Jorge et al., 2015).
Consistentemente, o DTDF induziu a formagé&o de quebras simples e duplas e danos
oxidativos no DNA em células V79, evidéncias estas obtidas pelos ensaios de cometa
neutro e alcalino. E, também, demonstrou potencial mutagénico, evidenciado pelo
aumento da frequéncia de micronucleos (Degrandi et al., 2010). Como consequéncia,
a exposicao ao DTDF resultou em apoptose/necrose e parada no ciclo celular em fase
S (Jorge et al., 2015).

Tendo em vista a citotoxicidade do DTDF e o0s possiveis mecanismos
relacionados, ele ja foi testado in vitro, em linhagens de céancer colorretal, HT-29 e
Caco-2, em uma faixa de 62,5 até 1000 uM. Nesse estudo, observou-se um decréscimo
significativo da viabilidade celular para ambas as linhagens e aumento da atividade de
caspases 3/7 e 9 em células HT-29 (500-1000 uM) (Vij & Hardej, 2012). Resultados
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semelhantes foram observados na linhagem de leucemia promielocitica humana (HL-
60), frente aos ditelureto de 3,3 -diaminodifenila, ditelureto de 4,4 -diisopropildifenila,
ditelureto de 2,2, -dimetoxidifenila e ditelureto de 2,2"-diamino-3,3",5,5"-
tetrametildifenila, com inducdo de morte por apoptose, demostrando-se o efeito
antiproliferativo desses compostos (Sailer et al., 2003; Sailer et al., 2004).

Ainda neste sentido, nosso grupo de pesquisa realizou a exposicdo de
linhagens celulares de fibroblasto humano (MRC5) e cancer do colén humano
(HCT116) ao DTDF por 3 horas, e observou maior citotoxicidade na linhagem tumoral
em relacdo a nédo tumoral. De forma coerente, a parada de ciclo celular em fase G2/M
foram mais acentuados na linhagem tumoral, possivelmente devido a inibicdo de
topoisomerase | (topol) ou por estresse oxidativo (dados ainda ndo publicados)
(Juchem, 2016). No entanto, em doses baixas, até 0,5 uM, o pré-tratamento com o
DTDF apresentou efeito antimutagénico e antigenotdxico em linhagens V79 expostas a
diversos mutagenos, como o terc-butil hidroperéxido (t-BOOH), o perdxido de
hidrogénio (H202), o0 metil metanossulfonato (MMS) e a luz ultravioleta (Trindade et al.,
2015).

No contexto da terapia anticancer, cabe estabelecer um intervalo de
concentracao segura para investigar o potencial quimiopreventivo do DTDF, visto sua
propriedade antioxidante, bem como para investigar seu potencial citotoxico, ambos
importantes no processo quimioterapico (Letavayova et al., 2006; Brozmanova et al.,
2010).

2.6 RESISTENCIA A QUIMIOTERAPICOS E COMBINACAO DE FARMACOS
ANTINEOPLASICOS

Sabe-se gque a quimioterapia induz a morte celular interagindo em multiplas
vias metabdlicas, entre elas, com agentes téxicos que danificam o DNA. Como as
células tumorais dividem-se mais rapidamente que as sadias, o acUmulo de lesdes é
maior, 0 que aumenta a eficacia do tratamento (Panczyk, 2014). No entanto, a
maquinaria celular dos organismos vivos ainda assim consegue encontrar meios de
contornar e/ou reparar os danos causados pela quimioterapia (Torgovnick &

Schumacher, 2015).
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Visto que o DNA esta sob constante ataque de toxinas enddégenas, como 0s
radicais livres e, toxinas exdgenas, como 0s carcindgenos, ele desenvolve uma
resposta adaptativa para preservar sua integridade por meio de multiplos mecanismos.
Estes s@o conhecidos como vias de reparo do DNA, as quais constituem a resisténcia
secundaria ou adquirida (Kartal-Yandim et al., 2015). Ou ainda, o tumor pode nao
responder a terapia inicial, conhecido como resisténcia primaria ou intrinseca. Sendo
assim, a resisténcia quimioterapica tornou-se um desafio para estudiosos da area nos
altimos 20 anos (Longley & Johnston, 2005; Shu & Liu, 2007; Holohan et al., 2013;
Panczyk, 2014; Kartal-Yandim et al., 2015).

Apbs o processo de inducao de dano ao DNA, é desencadeado uma resposta
celular a qual envolve a deteccédo da lesédo, a amplificacdo do sinal emitido, por meio de
uma cascata de proteinas quinases e a mobilizacdo de numerosos efetores promotores
de parada do ciclo celular e consequente tentativa de reparo (Méndez- Acuia et al.,
2010). Apesar da existéncia desses mecanismos de checkpoint atuantes nas etapas
do ciclo celular, alguns danos conseguem escapar destes mecanismos e parar a
forquilha de replicacdo. Se este dano nao é reparado, pode originar quebras de fita-
dupla, aumentando assim a instabilidade genética. A maquinaria celular, ao longo da
evolucdo, reestruturou-se para que esta parada do ciclo celular ndo ocorra
frequentemente, por meio da resposta de dano ao DNA (da sigla em inglés, DDR). Isto
foi possivel gracas a habilidade celular de replicar diretamente o DNA danificado,
restaurando em DNA duplex antes da tentativa de reparo por excisdo (Lange, Takata,
& Wood, 2011; Sale, 2013; Pearl et al., 2015).

Alguns aspectos dificultam e/ou reduzem a eficiéncia de terapias antitumorais
em gliomas em geral, especialmente os de alto grau. Estes aspectos podem ser
divididos em aspectos tumorais intrinsecos e aspectos relacionados as caracteristicas
peculiares do cérebro (estes ultimos também comprometendo a terapia de gliomas de
baixo grau). Exemplos desses aspectos sao: o fato do cérebro ser um tecido altamente
complexo e sensivel, o que pode impossibilitar algumas abordagens cirdrgicas,
dependendo do local de desenvolvimento do tumor; a dificuldade que alguns farmacos
encontram para atravessar a barreira hematocefélica e a toxicidade exacerbada de
alguns farmacos ao tecido neural sadio (Blakeley, 2008).

No GBM, as maiores responsaveis pelo seu crescimento e recorréncia sdo as
denominadas células-tronco do glioma (da sigla em inglés, GSCS), as quais

demonstram uma relativa resisténcia a apoptose e uma maior capacidade dereparo do
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DNA. Posto que, pode-se verificar que a ativagdo da DDR, um aumento na atividade
de Chk1/Chk2 (do inglés, checkpoint kinases Checkpoint 1 and Checkpoint e o atraso
no ciclo celular seja provavelmente o maior mecanismo de resisténcia (Annovazzi et
al., 2015).

Atualmente, para manter-se a eficacia da terapia, tem-se buscado o
desenvolvimento de novos agentes ou a combinacdo de farmacos comumente
utilizados capazes de atingir diferentes vias do tumor e atuar com a dose maxima
citotoxica contra o tecido tumoral, ao mesmo tempo em que se minimiza a toxicidade ao
paciente (Panczyk, 2014). Portanto, é necesséaria a elucidacdo dos mecanismos
moleculares envolvidos no reparo de DNA, a reducdo do risco de efeitos colaterais
graves e 0 consequente aumento da expectativa de vida (Wu, Chang & Huang, 2006;
Silvestri et al., 2013).

Para isso, 0 estudo das neoplasias de natureza extremamente agressiva e
possiveis formas de interferéncia sobre elas é essencial para que se potencialize o
efeito de farmacos e haja avangos na resposta terapéutica. Além disso, a resisténcia a
guimioterapicos € o maior e mais recente desafio a ser superado pelos pesquisadores
da area do cancer. Por isso, a combinacdo de dois ou mais tratamentos terapéuticos
que atuem sobre diferentes vias do tumor mostra-se como uma abordagem mais eficaz
do que as monoterapias. As técnicas monoterapéuticas convencionais nao somente
atingem a proliferacdo de células cancerigenas, mas também saudaveis. A
guimioterapia pode ser tdxica ao paciente com multiplos efeitos colaterais e riscos e
pode também reduzir fortemente seu sistema imunoldgico, afetando células da medula
O0ssea e aumento da suscetibilidade do organismo a doencas. Embora a terapia
combinada possa ser téxica se um dos agentes utilizados for quimioterapico, a
toxicidade € significativamente menor, assim como a resisténcia a drogas, porque as
células cancerosas sdo frequentemente incapazes de se adaptar aos efeitos toxicos
simultaneos de dois agentes terapéuticos (Bayat et al., 2017).

A combinagdo de farmacos pode apresentar um efeito sinergistico — ha a
potencializagdo dos efeitos terapéuticos — e ou um efeito aditivo — os efeitos dos
farmacos isolados se somam —, portanto, uma dose terapéutica mais baixa de cada
farmaco individual é necessaria. Aléem disso, a terapia combinada pode ser capaz de
prevenir efeitos sobre as células normais enquanto produz simultaneamente efeitos
citotoxicos em células cancerigenas. Isso pode ocorrer se as drogas no regime de

combinacdo forem antagbnicas, em termos de citotoxicidade e a outra droga, em
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células normais, protege-las dos efeitos citotoxicos (Bayat et al., 2017). Existem muitos
possiveis agentes que podem se combinar para potencialmente resultar em eficacia
terapéutica, mas que ainda ndo entraram em investigacao completa. A elucidacao do
mecanismo de acdo de compostos amplamente utilizados, como a TMZ e de novos e
potenciais agentes antitumorais, como o DTDF, em regimes isolados bem como em
associacao, devem facilitar o desenho racional de novos agentes, constituindo uma

nova abordagemna terapia oncoldgica.
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste estudo €é avaliar os efeitos citotoxicos do DTDF, e
do quimioterdpico TMZ, amplamente utilizado, em regimes isolados e em
associacao, apos exposicdo aguda e crbnica, de culturas celulares de glioma
nao-resistente (M059J) e resistente (GBM) a TMZ.

3.1 Objetivos Especificos

. Determinar a viabilidade das células tumorais em cultura, M059J e GBM,

apos exposicao crbénica a temozolomida;

. Avaliar a presenca de autofagia nas células tumorais em cultura, M059J e

GBM, ap0s exposicao crénica a temozolomida.

. Avaliar a viabilidade das células tumorais em cultura, M059J e GBM, ap6s

exposicao aguda e crénica ao ditelureto de difenila;

. Determinar a viabilidade das células tumorais em cultura, M059J e GBM,

apos exposicao cronica ao combinado de temozolomida e ditelureto de difenila;

. Verificar os efeitos crénicos quanto a duplicacdo cumulativa da populacéo
de células M059J e GBM expostas a concentracfes crescentes de

temozolomida;
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4. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho estdo apresentados na forma de um artigo
cientifico intitulado “Diphenyl Ditelluride Sensitizes Temozolomide Resistant
Glioblastoma Multiforme Cells”.
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Highlights

e At doses that represent 50% of cell viability, the GBM cell line was more
resistant to the TMZ doses when compared to the M059J cell line after chronic
exposure (120 h).

e Resistance to TMZ of the GBM cell line was also evidenced in the cumulative
population doubling test.

e Using acridine orange staining, autophagy has been shown to favor TMZ
resistance in both GBM and M059J cell lines.

e DTDF sensitized resistant and non-resistant cells to TMZ treatment,
considerably reducing the cell viability of these lines and its effect is
independent of TMZ resistance profile.
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ABSTRACT

Despite advances in the oncology field, malignant gliomas are characterized by low
incidence and high mortality rates, both of which are likely to increase in coming
years, especially in developing countries. They present high aggressiveness, high
proliferation, are rarely amenable to surgical resection, resistant to therapy, with
unfavorable prognosis and have a high recurrence rate. Diphenyl ditelluride (DPDT),
solid and hydrophobic, is an organotellurium compound used in various organic
synthesis reactions, studied due to antioxidant, chemoprotective, cytotoxic and
antitumor activities in vitro. The aim of this study was to evaluate the cytotoxic effects
of DPDT and the widely used chemotherapeutic agent temozolomide, in isolated and
associated regimens, after acute and chronic exposure of non-resistant (M059J) and
resistant glioma cells (GBM). In the analysed results, cumulative population doubling
showed to be significantly lower in the cell number for M059J and GBM treated with
TMZ, during the 120 h of drug exposure, after drug withdrawal and these cells still
decreased their number indicating the long-term effect of TMZ. These results
confirmed the resistance of GBM cell line, because of the high I1Cso value found in
viability assay. In addition, autophagy may contribute somewhat to resistance, but it
is not the main mechanism of the cells here tested. Furthermore, it was possible to
determine that DPDT clearly has a dose-dependent cytotoxic effect on the M059J
and GBM lines, in a lower concentration range than that used with TMZ. Evidenced
by the decline in cell viability, DPDT sensitized the cells to TMZ treatment. It is
important to point out that this sensitization occurred in low and approximate 1Cso
values after both, 24 h and 120 h of treatment, being the effects of the DPDT
independent of the resistance profile to TMZ. Therefore, observing the effects of
DPDT on M059J and GBM cells, there was a potentiation of the effects of TMZ, with
a decline in cell viability to around only 20% survival. The data here presented
suggest using DPDT and its association to TMZ in the treatment of gliomas, aiming
to reduce the doses of TMZ used in the clinic and to allow a real decrease of the side
effects to the patients.
Keywords: malignant gliomas, temozolomide, diphenyl ditelluride,

antitumor.
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Introduction

Cancer has global statistical projections that reveal 8.8 million new diagnoses
each year (WHO, 2017). Among the malignant neoplasias, gliomas are important
primary tumors of the central nervous system, which represent more than 70% of
primary brain tumors, originated from malignant transformation of macroglia cells. They
are characterized by rapidly and progressive growing, low incidence and high mortality
rates, both of which are likely to increase in the next years, especially in developing
countries (Ohgaki, 2009; Chesler, Berger & Quinones-Hinojosa, 2012; Ghotme et al.,
2017; Lenting et al., 2017). Regarding antitumor therapy, the most malignant and
common form of gliomas in adults is the glioblastoma multiforme (GBM), which
presented no significant improvement in the prognosis of patients in the last 10 years
(von Neubeck et al., 2015; de Souza et al., 2016; Huang et al., 2017). Despite the
technological progress, in the standard treatment consisting of maximal surgical
resection, when possible, followed by radiotherapy and concurrent and adjuvant
chemotherapy generally performed with the cytostatic alkylating agent temozolomide
(TMZ) (Zhang, Stevens & Bradshaw, 2012; von Neubeck et al., 2015). The standard
treatment for recurrent GBM is bevacizumab, an antibody that produces a response rate
between 25-60% (Wong et al., 2011). In addition, irinotecan, cisplatin and nitrosureas
have shown efficacy in the adjuvant treatment of gliomas in cases of tumor recurrence
and progression (Carrilho & Munoz, 2012). Because the majority of patients are TMZ-
intrinsically-resistant or develop resistance during treatment (Hiddingh et al., 2014; Lee,
2016), other biological agents are tested in a large number of clinical trials, but most of
them reveal little improvements in outcomes to the patient when they encounter barriers
such as undesirable side effects, lack of drug selectivity and chemotherapeutic
resistance (Padma, 2015). One of the mechanisms related to resistance is autophagy
(White, 2012; Filippi-Chiela et al., 2015). It is a pathway where organelles and proteins
are degraded via lysosomal. This pathway has the purpose of maintaining cellular
biosynthesis and viability during metabolic stresses, such as nutrient deprivation. In
cancer cells, their role is paradoxical. It functions as a tumor suppressor pathway by
inhibiting tumor initiation, or as a mechanism of drug resistance, by facilitating the
survival of cells with metabolic stresses caused by anticancer agents (White, 2012;
Filippi-Chiela et al. 2015). Because of this last reason, one investigated possibility for
glioma treatment is an inhibitor of autophagy, chloroquine, which enhanced tumour
regression in response to alkylating agents in a mouse model of lymphoma (Amaravadi,
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et al.,, 2007) and hydroxychloroquine was found to sensitize human cancer cells to
cancer therapy (Sasaki et al., 2010). For the mentioned reasons, the study of neoplasms
of extremely aggressive nature and the validation of new chemotherapeutic agents seek
to reach populations of cells at different stages of the cell cycle. At the same time,
decrease the development of drug resistance, promoting advancement in the
therapeutic response and increase the life quality of the patient (Lewis & Petritsch,
2013).

In this scenario, we highlight the antiproliferative and anticancer potencials of
organotellurium (OT) compounds. For example, the modified amino acid Te- phenyl-L-
telurocysteine, capable of inhibiting the generation of reactive oxygen species and some
isoenzymes of the cytochrome P-450 system, which are responsible for the activation of
pro-carcinogens (Roosebom et al. 2002). In rodents, ammonium trichloro
(dioxoethylene-0,0") tellurate (AS-101) inactivated cysteine proteases, such as
cathepsin B, inhibited tumor survival proteins such as survinin and obstructed tumor IL-
10 production (Sredni, 2012). Another study using human promyelocytic (HL-60) cell line
as an experimental model also showed that an OT compound, known as RT-04, which
also inhibits the action of cathepsin B, is capable of inducing apoptosis in this cell line by
increasing the activity of caspases 3, 6 and 9. The mechanism involved in this
phenomenon includes the reduction of Bcl-2 expression (Abondanza et al., 2008). In
addition, others OT compounds were able to inhibit the thioredoxin reductase enzyme
(TrxR) and thereby induce oxidative stress, cell cycle arrest and apoptosis in cultured
breast tumor cells (MCF-7) (Engman et al., 2003).

The diphenyl ditelluride (DPDT) is a solid, hydrophobic OT compound used in
various organic synthesis reactions (Chasteen et al., 2009). In low concentrations, this
compound may present a chemoprotective potential, reducing the genotoxic and
mutagenic effects of oxidants and alquilants mutagens (Degrandi et al., 2010; Meinerz
et al., 2014; Trindade et al., 2015). In high dosages, it can be genotoxic and mutagenic
in vitro and in vivo models (Cunha, Gouvea & Juliano, 2009; Souza et al., 2010).
Furthermore, in chinese hamster fibroblasts (V79) cells, DPDT shows cytotoxic effect by
apoptosis induction and cell cycle arrest in S-phase, due to simple and double DNA
strand breaks and oxidative stress induction, possible as a consequence of an
interaction with the enzyme topoisomerase | (Jorge et al., 2015). This may be the major
reason why these compounds are toxic and potential agents for the sensitization of
tumors to therapy. In this sense, its cytotoxic effect was also observed in the lines

promyelocytic leukemia (HL-60) and colorectal adenocarcinoma (HT-29 and Caco-2), in
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which it induced apoptosis (Sailer et al., 2003; Sailer et al., 2004; Vij & Hardej, 2012).
These data suggest an anticancer potential of the DPDT. Therefore, in order to better
elucidate the potential and efficacy of DPDT and TMZ, the present work aims to evaluate
the cytotoxic effects of this two compounds, in isolated and associated regimens, after

acute andchronic exposure of human glioma cell cultures.

Materials and Methods

Chemicals and Cell lines. DPDT (CAS registry number 32294-60-3), TMZ (CAS
registry number 85622-93-1), dimethyl sulfoxide (DMSQO) (CAS registry number: 67- 68-
5) and 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheyl-tetrazolium bromide (MTT) were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Dulbecco’s modified eagle medium
(DMEM), fetal bovine serum (FBS), trypsin-EDTA, and antibiotics were purchased from
Gibco BRL (Grand Island, NY, USA). All other reagents were of analytical grade. Non-
resistant glioma tumor cells, M059J (CRL-2366™), purchased from the American Type
Culture Collection (ATCC®) and TMZ-chemoresistant glioma tumor cells (GBM),
obtained from the resection of a patient with glioblastoma from Celso Ramos Hospital,
Florianopolis, SC, Brazil, ethics committee of UFSC (CEPSH - 108,286).

Cell Culture and Treatments. M059J and GBM cells were cultivated in standard
conditions with Dulbecco's modified Eagle Medium (DMEM) and supplemented with 10
% inactivated fetal bovine serum (FBS) and 1% antibiotic (penicillin-streptomycin). Cells

were maintained in 25 cm? culture bottles at 37 °C and humid atmosphere with 5 % CO2.

Cells were seeded in 5 mL of complete medium in 25 cm? bottles and incubated for
growth for at least 24 h to reach 60-80 % of confluence. All cell lines were periodically
tested for Mycoplasma contamination with DAPI staining. For harvesting and culture
establishment, PBS (phosphate buffer saline, pH 7.4) and 0.25 % trypsin-EDTA were
used. For the experiments, TMZ and DPDT were diluted in dimethylsulfoxide (DMSO)
and further diluted in DMEM culture medium, obtaining different concentrations. The final
concentration of DMSO used in the cultures was 0.5 % to prevent DMSO cytotoxicity.
Glioma tumor cells were treated with the concentrations 25, 50, 100, 250 uM of the
chemotherapeutic TMZ for 120 h. From 1 to 3 uM of DPDT for 24 h; from 0.0025 to 2.5
nM for 120 h; 50 uM of TMZ + 2.5 nM of DPDT for M059J; and 100 uM of TMZ + 2.0 nM
of DPDT for GBM, for 120 h. Prior to treatment the cells were washed with PBS buffer
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and discarded from the bottle with trypsin solution.

Primary Culture of Human Glioblastoma Cells. GBM cell line sample was obtained
through surgical resection performed in a patient at the Celso Ramos hospital, in
Floriandpolis, Santa Catarina. The sample collected by surgeons was placed in 15 ml
conical tubes containing DMEM-F12 and 10% FBS and transported to the Federal
University of Santa Catarina (UFSC) for further processing. Once in laminar flow, the
tumor fragment was dissected with removal of the cerebral meninges and blood vessels.
The tissue was mechanically dissociated with trypsin and aided by a Pasteur pipette.
Then the cells were washed with PBS and plated in 25 cm? culture bottles containing
DMEM-F12 plus glucose (0.6%), glutamine (2 mM), sodium bicarbonate (0.06 %) and
penicillin / streptomycin (1 U / 1 pg) and supplemented with 10% FBS. Cells were kept
in a humid atmosphere containing 5% COZ2 at 37 ° C. All procedures and authorization
forms for obtaining the samples were approved by the human research ethics committee
of UFSC (CEPSH - 108,286).

Determination of cell viability: Cell viabilty was determined by the 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-dipheyl-tetrazolium bromide (MTT) assay. It is based on the
conversion of MTT to formazan crystals by mitochondrial dehydrogenases as described
by Mosmann (1983), with minor modifications, in order to verify the half maximal
inhibitory concentration (ICso) of the cells in response to treatment with their respective
chemotherapeutic. Briefly, 5 x 103 GBM cells and 6 x 102 M059J cells per millilitre were
seeded with culture medium supplemented in the 96-well plate. Afterwards, the cells
were treated with different concentrations of the chemotherapeutic TMZ and DPDT, as
previously explained. For all the treatments, after 24 h and 120 h, a solution of MTT (1
mg/ml in serum-free medium) was incubated for 2 h. The formed formazan crystals were
dissolved with DMSO for 30 min and the absorbance was measured using a microplate
reader (Spectra Max 190, Molecular Devices) at 570 nm. All readings were compared
to the control absorbance. Percent growth inhibition was calculated as cell viability (%)
= (experimental absorbance / control absorbance) x 100, generating ratio of ICso. Each

experiment was performed in triplicate.

Cell survival measurement through percentage population: CPD (Cumulative
Population Doubling) was performed with little modifications as previously described by
Silva et al., (2016). Briefly, human M059J and GBM cells were plated at a density of 1.5
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x 10* cells per well in a 12-well plate and 1 mL of DMEM, producing a density of 40
cells/mmz2 (~ 4% confluence), and treated for 120 h with 25, 50 and 100 uM of TMZ.
After this, the cells were washed, reseeded in a 12-well plate with culture medium
supplemented and analyzed for 28 days (on days 6, 9, 12, 15, 20, 23, 30, 36) after drug
withdrawal. Cells were counted and analyzed using a GUAVA flow cytometer and
GUAVA Cytosoft software. The handling of cells was always performed between 20%
and 80% confluence. The re-seeding of cells was performed using an amount of cells

needed to reach at least 4% confluence.

Autophagy evaluation: Acridine orange (AO) is a marker of acidic vesicular organelles
(AVOs) that fluoresces green in the whole cell except in acidic compartments (mainly
late autophagosomes), where it fluoresces red. Cells were processed as previously
described for CPD experiment. 1 pg/ml of the AO solution was added in the dark and,
after gentle homogenization, the plate was wrapped in foil for 15 min prior to reading on
the cytometer, described previously by Jiang et al, (2009), with little modifications, using
a GUAVA flow cytometer and GUAVA Cytosoft software.

Statistical analysis. The data were obtained from at least three independent
experiments, except for the CPD test, and the results are expressed as mean + SD.
Mean values of isolated treatments and combined treatment were analyzed by
GraphPad Prism 7, using one-way analysis of variance (ANOVA), followed by test of
Dunnet with p<0.001; p<0.05 or Tukey with p<0.0001 considered as statistically
significant.

Results

Cell Viability after TMZ exposure

Human glioma tumor M059J and TMZ resistant GBM cell lines were exposed to TMZ (25,
50, 100, 250 uM) for 120 h and analyzed by MTT assay. As observed in Figure 1, TMZ
was able to induce a decrease in cell viability in dose-response manner (p<0.0001) in
both cell lines. In addition, GBM cell line was more resistant to TMZ exposure when
compared to M059J cell line. Concentrations of 50 and 100 uM were estimated as 1Cso

values for M059J and GBM cells, respectively.
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Figure 1. Cell viability of M059J and GBM cell lines after TMZ exposure for 120 h. Data
were analyzed by One Way ANOVA Dunnet: * p<0.0001; ** p<0.05. Results are
expressed by the mean + standard deviation. Each analysis was performed in triplicate.

Cumulative population doublings (CPDs) showed a significant decrease in the
cell number for M059J and GBM cells treated with 25, 50 and 100 uM TMZ, during the 120
h of drug exposition. GBM cells were less sensible to TMZ exposure then M059J cells
(Fig. 2). After drug withdrawal, the tendency would be the number of cells to be much

close to the control values. However, these cells still decreased their number indicating a

long-term effect of TMZ (Fig. 2).
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Figure 2. Cumulative Population Doubling. The M059J (A) and GBM (B) cells were
treated with 25, 50, 100 uM TMZ for 120 h, followed by growth in the drug-free medium
(DFM) for the indicated time.

Autophagy has been increasingly implicated in both as cell death and cell
chemotherapeutic resistance process, depending on the environmental conditions and
cellular status (Toton et al., 2018). According to the results presented in Fig. 3, TMZ
increased the percent of AVO-positive cells in the population, being evident from 120 h
treatment across the cell lines. Moreover, a TMZ-long-term effect was observed after

almost 1 month for all cell lines.
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Figure 3. Flow cytometry analysis of acridine orange staining in (A) M059J cells treated
with 120 h of TMZ; (B) GBM cells treated with 120 h of TMZ.

Cell Viability after DPDT exposure

After exposure, DPDT was able to induce a decrease in cell viability in dose-response
manner in human glioma tumor M059J and TMZ resistant cell line (Fig. 4). Results
shows a slightly difference in sensitivity to DPDT exposure to 24 h and 120 h, with ICso
values of 2.5 puM for M059J and 2.3 uM for GBM, in 24 h, and 2.5 and 2.0 nM,
respectively, in 120 h (Table 1).
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Figure 4. (A) Viability of M059J and GBM cell lines after 24 h of DPDT exposure. Bars
indicate standard deviation. (B) Viability of M059J and GBM cell lines after 120 h of
DPDT exposure. Data were analyzed by One Way ANOVA Dunnet: * p<0.001. Results
are expressed in by the mean + standard deviation.

Table 1 - Values for 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide Assay
— Temozolomide and Ddiphenyl Ditelluride exposure

ICsovalues for MTT assay

Cell Line T™MZ DPDT
120 h* 24 h 120 h
MO059J 50 pM 2.5 uM 2.5nM
GBM 100 pM 2.3 uM 2.0nM

*Time of exposure
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Cell viability after association treatment of TMZ and DPDT

To investigate a synergistic activity potential in TMZ and DPDT association, we used the
ICso values obtained in the previous assays to verify their combined activity. M059J and
GBM cells were exposed to 50 uM and 100 puM of TMZ, respectively; DPDT, 2.5 nM and
2.0 nM, respectively; and 50 uM of TMZ + 2.5 nM of DPTD for M059J; and 100 uM of
TMZ + 2.0 nM of DPDT for GBM, after 120h of exposure. As demonstrated in Fig. 5, the
combined treatment was significantly more cytotoxic in both cell lines when compared

with each isolated treatment after 120 h of cell exposure.
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Figure 5. Comparative graph of cell viability using ICso of isolated TMZ and DPDT and
on a co-exposure (TMZ ICso +DPDT ICs0). Each bar represents the mean survival
percentage * SD relative to the control, which was normalized to 100% and correspond
to the statistical difference using one way ANOVA Tukey’s multiple comparison test: 2 in
relation to negative control, ° in relation to TMZ and € in relation to DPDT (& ¢ p<0.0001).

Discussion

Besides being the most common primary form in adults (Zhang, Stevens &
Bradshaw, 2012; Ensign et al., 2016), glioblastoma multiforme is the most malignant
grade IV astrocytoma (macroglia tumors) according to the classification of the World
Healthy Organization (Louis et al., 2007). This degree is due to special features, like
malignant cytology, mitotically active, prone to necrosis typically associated with
extensive infiltration into the surrounding tissue, capable of microvascular proliferation,
having rapid pre and post-surgical evolution, and fatal outcome (Louis et al., 2007, Chen,

2015, Wang et al., 2015).
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TMZ has been widely used in patients with malignant gliomas, such as
glioblastoma multiforme newly diagnosed concomitantly with radiotherapy (concomitant
phase of treatment) and in posterior adjuvant (monotherapy treatment phase) and
anaplastic astrocytomas, progressive or relapsing after the standard therapy (Friedman,
Kerby & Calvert, 2000; Johnson & O'Neill, 2012). Although acting as a standard
therapeutic agent, TMZ has not altered the prognosis for GBM in recent years (Zhang,
Stevens & Bradshaw, 2012, Chen et al., 2015, Annovazzi et al., 2015). It is mainly due to
the increase in the gene expression of O%-methylguanine methyltransferase (MGMT)
(Zzhang, Stevens & Bradshaw, 2012). MGMT is an enzyme, which reduces the
cytotoxicity of O8-alkylating agents, such as TMZ, by catalyzing the transfer of methyl
groups from the O° position of guanine to the cysteine residue via the active site of
MGMT enzyme. The transfer of alkyl groups to MGMT leads to its inactivation, and
activating a proteosal degradation, known as "suicide enzyme". Unfortunately, many
GBMs exhibit increased expression of MGMT, which reduces the effectiveness of
alkylating agents such as TMZ, for example, a reduction in their expression in tumors is
clinically relevant and an important cellular phenotype to be considered during treatment
(Zhang, Stevens & Bradshaw, 2012, Chen et al., 2015, Annovazzi et al., 2015), since
CPD experiment showed a significant decrease in the cell number for M059J and GBM
treated with 25, 50 and 100 yM TMZ, during the 5 d of drug exposition (Fig. 2). After
drug withdrawal, these cells still decreased their number indicating a long-term effect of
TMZ. Furthermore, these results confirmed the resistance of GBM cell line, since the high
ICso0 value found in MTT assay (Fig. 1, Table 1). In addition, in CPD test, the duplication
rate of this line was always high, even at the highest dosage, of 100 uM TMZ (Fig. 2),
compared to M059J cell line.

The regulation of protein degradation and organelle turnover by autophagy
involves the participation of lysosomes, which are cellular organelles rich in acid
hydrolase, an enzyme that is responsible for cellular and molecular degradation
(Knizhnik et al.,2013). Therefore, autophagy plays an important role in maintaining
intracellular homeostasis. In this role, autophagy removes damaged or dysfunctional
organelles and promotes cell survival under conditions of nutrient deprivation by
degrading disposable intracellular content, thereby generating energy and the building
blocks for protein synthesis (Pallauf & Rimbach, 2013). This pathway is characterized
by the formation and promotion of AVOs (Palumbo et al., 2012). Autophagy has already
been shown to contribute to the resistance of tumor cells (Filippi-Chiela et al., 2015), as

part of the toxicity of TMZ in U373 cells (Kanzawa et al., 2004), or as cytoprotective in
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U251 cells (Zamin et al., 2009), the cell lines of this study were tested for the presence
of autophagy. In an attempt to sensitize these cells to TMZ, it was decided to use
chloroquine, an autophagy inhibitor. However, no sensitization has been observed with
the dose used (data not shown), so probably autophagy may contribute somewhat to
resistance, but it is not the main mechanism. Flow cytometry with OA staining revealed
that TMZ induced autophagy in M059J and GBM cells, suggesting autophagy as an
underlying mechanism of action of TMZ (Fig. 3). These present findings were consistent
with previous reports that autophagy was induced in malignant glioma cells following
treatment by TMZ (Kanzawa et al., 2004; Filippi-Chiela et al., 2015).

In this study, it was possible to determine that the DPDT showed a dose-
dependent cytotoxic effect. In the classical cell viability test for both cell lines, the ICso
values were found in low doses (2.5 uM for M059J and 2.3 uM for GBM cells, after 24 h
of treatment) (Fig 4, Table 1). After 120 h of treatment, cells were sensitive in lower
concentrations such as 2.5 nM and 2.0 nM for each line, respectively (Fig.4). The
decrease in the viability of these cells in similar doses, either in the 24 h or in the 120 h
period, suggests that the effects of DPDT are independent of the resistance profile to
TMZ (Fig. 5). Therefore, observing the effects of DTDF on M059J and GBM cells, there
was a potentiation of the effects of TMZ, with a decline in cell viability to around 20%
survival in comparison to the 50% of isolated treatments (Fig. 5).

Degrandi et al., (2010) demonstrated that the treatment with cytotoxic doses of
DPDT increased thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) levels and decreased
GSH/GSSH ratio in yeast and V79 cells. When yeasts and cells were pre- incubated with
N-acetylcysteine, which restored normal GSH content, DPDT reduced oxidative,
genotoxic and mutagenic effects (Degrandi et al., 2010). Moreover, it has been
suggested that drug resistance in cancer cells can be related to redox status (Kuo, 2009,
Simons et al. 2009, Maiti, 2012). One hypothesis is that the results presented in this
experiments are due to the fact that glutathione (GSH) and GSH- related enzymes are
part of an antioxidant system that mediates resistance to drugs in glioblastoma by the
regulation of redox homeostasis (Traverso et al., 2013) and that DPDT would be acting
in this system and generating cell death. It is known that GSH is one of the most
important systems of cell protection against free radicals and contributes for drug
resistance, preventing damage to proteins or DNA or by participating in DNA repair
process (Traverso et al., 2013). Recently, a study demonstrated that TMZ-resistant
glioma cells showed lower levels of endogenous reactive oxygen species (ROS) and

higher levels of total antioxidant capacity and GSH than sensitive cells, with higher
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expression of glutathione reductase (GSR) in TMZ-resistant cells than in sensitive cells
(Zhu et al., 2018). Other studies have reported that intracellular GSH levels are highly
correlated with drug resistance in human ovarian cancer cell versus platinum (Belotte et
al., 2013) and human multiple myeloma cells against arsenic trioxide (Srivastava et al.,
2013). In addition, when silenced in glioma drug-resistant cells, GSR improved the
sensitivity of cells to TMZ or cisplatin, however its overexpression in sensitive cells
resulted in chemoresistance. GSH and GSH-related enzymes would be involved in
mediating drug resistance and could be a potential target for improving GBM treatment
(Backos et al., 2014).

To summarize, we propose that DPDT in association with TMZ, sensitizes cells
to TMZ effects, considerably reducing cell viability of resistant and non-resistant glioma
cells. This mechanism would be due to its high GSH content compared to non-TMZ
resistant cells, thus demonstrating the relationship between TMZ-DPDT and that the
GSH-system to redox homeostasis, regulating drug responsiveness. The combination
of DPDT and TMZ would be beneficial to patients because it would increase the
sensitization of cells and reduce the toxic effects of TMZ. It is important to emphasize
that for such application in the clinic, it is necessary to analyze the ranges of efficacy
and safety of such association, through toxicological pharmacology pre-clinical tests.
Thus, research that seeks to understand the molecular mechanisms present in the
antitumor activity of DPDT, as well tests in non- tumor cell lines, are necessary to promote

its development as a therapeutic agent against cancer.
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5. DISCUSSAO GERAL

O glioblastoma multiforme (GBM) é o tipo mais comum de tumor cerebral
maligno, sendo altamente agressivo, proliferativo e invasivo (Furnari et al., 2007; Louis
et al., 2016). Raramente € passivel de resseccdo cirlrgica e possui progndstico
desfavoravel aos pacientes, apresentando alta taxa de recorréncia (Furnari et al., 2007,
Louis et al., 2016). Nos ultimos 10 anos nédo foi observado melhora significativa no
prognoéstico de pacientes com GBM (von Neubeck et al., 2015; de Souza et al., 2016;
Huang et al., 2017), e esfor¢cos tém-se voltado para o desenho racional de novos
agentes antitumorais e/ou a combinacdo de farmacos ja amplamente utilizados na
clinica. Como exemplos, cita-se o uso isolado da temozolomida (TMZ) (Zhang, Stevens
& Bradshaw, 2012; von Neubeck et al., 2015; Ensign et al., 2016) e a associacdo desta
com tratamentos utilizando o bevacizumab (Wong et al., 2011; Nanegrungsunk et al.,
2015), as nitrosoureias (Westphal et al., 2006; Gutenberg et al., 2013) e a cisplatina
(Carrilno & Munoz, 2012; Weller et al., 2013; Glaser et al., 2017). No entanto, 0s
resultados para os pacientes ainda tém se mostrado insatisfatérios, com tempo médio
de sobrevida de 14,6 meses e taxa de sobrevida média de 5 anos menor de 5% (Huang
et al., 2017). Portanto, busca-se o desenvolvimento de novas estratégias para reverter
tal quadro e melhorar a eficicia e o progndstico do GBM (Kuczynski et al., 2013).

Diversos mecanismos celulares de resisténcia aos quimioterapicos tém sido
descritos em gliomas (Hombach-Klonisch et al., 2018). E conhecido que a atuacdo da
enzima O6-metilguanina DNA metiltransferase (MGMT) configura-se como um dos
principais mecanismos devido ao fato de reparar danos ao DNA causados por agentes
alquilantes, como a TMZ, a carmustina (BCNU) e a nimustina (ACNU), (Beier et al.,
2011; Johannessen & Bjerkvig, 2012; Hombach-Klonisch et al., 2018). Esta “enzima
suicida” catalisa a transferéncia de grupos metil da posicdo O6 da guanina para o
residuo de cisteina por meio do sitio ativo da MGMT, levando a inativacdo desta e sua
degradacéo via proteossomal. Entretanto, a quimiorresisténcia em gliomas esta longe
de se resumir a presenca ou ndo de MGMT e outros fatores como status de p53,
expressdo de enzimas de reparo, processos de ativacéo e detoxificacdo tém também
papel central na resisténcia a drogas antitumorais em gliomas (Hombach-Klonisch et
al., 2018). Nesse contexto, uma terapia do cancer bem-sucedida deve garantir a
erradicacao de todas as células tumorais clonogénicas do organismo, pois as células
cancerosas sofrem divisao ilimitada e mesmo uma uUnica célula pode vir a ser fonte de
um clone que originara um tumor recorrente (Auffinger et al., 2015). Aléem do mais, 0
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blogueio de apenas uma via metabdlica celular possui um efeito reduzido e a
combinacdo de varias terapias especificas pode ser um importante aspecto a ser

considerado futuramente (Merrell, Quant & Wen, 2010; Narayanan & Price, 2012).

Nos anos 80, a descoberta de interessantes propriedades farmacoldgicas do
selénio (Kim et. al., 2014) inspiraram o estudo de outro elemento da mesma familia dos
calcogénios, o telurio (Te) (Comasseto et al., 1997; Comasseto, 2010). Este metaloide
€ amplamente explorado na éarea industrial (Taylor, 1996; Ogra, 2017) e possui
compostos derivados reconhecidamente toxicos, dependendo das suas vias de
exposicao, dose aplicada e estado de oxidacdo (Nogueira, Zeni & Rocha, 2004).
Compostos organotelurados (OT) ainda ndo sdo amplamente estudados quanto as
suas propriedades biol6gicas e antitumorais in vivo, embora haja varios estudos
relatando suas propriedades antioxidante, quimioprotetiva, imunomoduladora,
citotoxica e antitumoral in vitro (Degrandi et al., 2010; Halpert & Sredni, 2014; Jorge et
al., 2015; Trindade et al., 2015; Vij & Hardej, 2016; Juchem, 2016).

As propriedades fisico-quimicas dos compostos OT permitem que estas
substancias tenham importantes aplicagfes farmacoldgicas (Nogueira et al., 2004;
Degrandi et al., 2010; Trindade et al., 2015). Os teluretos de diarila provavelmente
possuem atividade mimética da enzima glutationa peroxidase e, por isso, sao
investigados como agentes quimiopreventivos (para revisao ver: Nogueira et al., 2004).
O aminoacido modificado Te-fenil-L-telurocisteina € capaz de inibir a geracdo de
espécies reativas de oxigénio e algumas isoenzimas do sistema citocromo P-450, as
quais sao responsaveis pela ativacdo de pré-carcinégenos (Roosebom et al., 2002). O
telurato de tricloro aménio dioxoetileno-O,0' (AS-101) € potencial imunomodulador em
pacientes com doencas auto-imunes (Halpert & Sredni, 2014). Além disso, em
roedores, inativou proteases de cisteina, como a catepsina B, a inibicdo de proteinas
de sobrevivéncia do tumor, como a survinina ou a obstrucdo da producdo de
interleucina 10 (IL-10) tumoral (Sredni, 2012).

No capitulo | foi demonstrado que a TMZ é citotdxica para ambas as linhagens
testadas, apresentando valor de 1Cso maior na linhagem resistente, GBM (100 uM),
quando comparado a linhagem M059J (50 uM) (Fig. 1, Tabela 1). A resisténcia a TMZ
da linhagem GBM foi confirmada pelo teste CPD (Capitulo |, Fig. 2) e tais dados
corroboram com outros resultados descritos na literatura (Atif et al., 2015; Silva et al.,
2016). Considerando a autofagia como mecanismo de resisténcia, tentou-se sensibilizar
as ceélulas com cloroquina (dados ndo mostrados). Como ndo houve essa

sensibilizacdo, mostra-se que a autofagia pode favorecer a resisténcia, mas ndo é o
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mecanismo principal nessas linhagens. Assim sendo, 0S nossos resultados sao
consistentes com os relatos prévios de que a autofagia, e ndo apenas a apoptose, foi
induzida em células de glioma maligno apos tratamento por TMZ (Kanzawa et al., 2004;
Filippi-Chiela et al., 2015).

Ainda no capitulo I, foi demonstrado que o DTDF possui um efeito citotdxico
dose-dependente nas linhagens M059J e GBM, em uma faixa de concentracao
aproximada e menor do que a utilizada com TMZ, apés 24 h de tratamento e, também,
apos 120 h de tratamento (Fig. 4, Tabela 1). Ainda, foi observado que o DTDF
sensibilizou as células ao tratamento com TMZ. E importante salientar que essa
sensibilizacdo ocorreu em niveis similares em ambos, 24 h e 120 h de tratamento (Fig.
5), evidenciando que os efeitos do DTDF sao independentes do perfil de resisténcia a
TMZ. Portanto, o DTDF em células M059J e GBM, potencializou os efeitos da TMZ, com
um declinio da viabilidade celular para apenas 20% de sobrevivéncia (Fig. 5).

A toxicidade do DTDF, e possivelmente suas a¢fes antiproliferativa, genotoxica
e mutagénica, sdo devidas em parte pela sua capacidade de induzir estresse oxidativo,
ao que se deve a alteracdo da expressao de genes e proteinas antioxidantes (Degrandi
et al., 2010; Trindade et al., 2015; Juchem, 2016). Neste sentido, o0 DTDF mostrou-se
capaz de oxidar grupamentos tiélicos em proteinas, afetando uma série de enzimas
importantes, como a 6-ALA-D, a Na*K*ATPase e a tiorredoxina redutase (TrxR). Entre
essas proteinas, a TrxR é atuante na resposta a estresse, reparo de proteinas e
protecdo contra o dano oxidativo (Arner & Holmgren, 2000; Lillig & Holmgren, 2007,
Comparsi et al., 2012). Esta enzima é superexpressa em diversos tumores primarios,
como pulmao, célon, cervical, figado, pancreas, colorretal e de células escamosas
(Engman et al., 2003; Cunha, Rocha & Nogueira, 2005; Gouvea & Juliano, 2009; Borges,
Souza et al., 2010). Além disso, efeitos sobre a atividade da TrxR podem gerar efeitos
deletérios nas células, levando a citotoxicidade e morte celular (Carvalho et al., 2008).
TrxR € um promissor alvo redox para a futuros testes envolvendo terapia anticancer
(Zhang et al., 2017) e o DTDF.

Como descrito por Degrandi e colaborados (2010), essa molécula aumentou os
niveis de peroxidacéo lipidica e reducéo na relagdo GSH/GSSH, em doses acima de 50
UM em leveduras e em doses superiores a 0,5 UM em células de fibroblasto de hamster
chinés (V79) (Degrandi et al., 2010). A glutationa (GSH) faz parte de um dos sistemas
antioxidantes mais importantes de protecao celular contra radicais livres e contribui para
a resisténcia quimioterapica ao prevenir danos contra o DNA (Traverso et al., 2013). A

GSH é capaz de inibir o possivel efeito deletério que espécies reativas de oxigénio
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(ERO) possam exercer em moléculas biologicas. Além do efeito antioxidante, GSH tem

papel fundamental na destoxificacdo de agentes xenobidticos (Traverso et al., 2013).

Dessa forma, varios trabalhos demonstram a correlacdo entre altos niveis
intracelulares de GSH e resisténcia aos danos causados por diversos quimioterapicos,
como a cisplatina (Chen & Kuo, 2010; Meijer et al.,, 1992), antraciclinas, como a
doxorrubicina (Zaman et al., 1995) e agentes alquilantes, como o melfalan e a TMZ
(Mulcahy et al., 1994; Zhu et al., 2018). Nesta direcédo, tem sido demonstrado que
células de glioma resistentes a TMZ apresentam menores niveis de ERO enddgenas e
maiores niveis de capacidade antioxidante total e de GSH do que células sensiveis (Zhu
et al., 2018). Sendo assim, a capacidade do DTDF oxidar a GSH, a qual ja foi descrita
como superexpressa em linhagens de glioma (Zhu et al., 2018), € umas das possiveis
vias de sensibilizacdo das células aos efeitos da TMZ. Entretanto, testes adicionais séo

necessarios para melhor elucidar esta hipotese.

Outra hipétese sugerida para o0 mecanismo de acdo do DTDF seria que, além
da possivel capacidade do DTDF induzir um estado de estresse oxidativo na célula, ele
inibe a enzima topoisomerase | (topol) em DNA plasmidial e que linhagens de leveduras
deficientes em topol mostraram-se resistentes aos tratamentos com DTDF quando
comparadas as linhagens selvagens (Jorge et al., 2015). Em células V79, o DTDF
causa les6es no DNA, como danos oxidativos e quebras de fitas simples e duplas,
aumentando a proporc¢édo de células nafase S (Degrandi et al., 2010; Jorge et al., 2015).
Em outro estudo, o DPDT interferiu no processo de replicacdo e causou acumulo de
lesbes no DNA, o que levou a parada no ciclo celular em G2/M e morte celular em
linhagens celulares de fibroblasto humano (MRC5) e cancer do colorretal humano
(HCT116) (Juchem, 2016). Corroborando com estes resultados, Sailer e colaboradores
(2003) observaram que o DTDFinduz parada ciclo celular em G2/M, em linhagem de
leucemia promielocitica HL-60 (Sailer et al., 2003). Outro composto organotelurado, o
AS101, também causa parada no ciclo celular em G2/M e apoptose em células de
mielomas multiplos, processo no qual diversas vias moleculares podem estar
envolvidas (Naor et al., 2013). Em um estudo utilizando o DTDF em células HT-29, foi
observado a diminuicéo significativa da viabilidade celular pelo ensaio de MTT (62,5 pM
a 1000 puM) e a ativacdo de caspases 3/7 e caspase 9, confirmando a acéo
antiproliferativa do DTDF por apoptose. E importante notar que também foi observado
um decréscimo na taxa de GSH/GSSH, o que sugere que o DTDF reage com grupos
tiol, particularmente GSH (Vij & Hardej, 2016). Nesse contexto, resultados similares

foram demonstrados em células V79 (1 yM — 10 yM) e Saccharomyces cerevisiae
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(concentragdes a partir de 100 uM) (Degrandi et al., 2010; Jorge et al., 2015). Também
em células HT-29, foi verificado alteragbes na expressdo de genes e proteinas
antioxidantes (glutationa peroxidase, glutationa redutase, entre outras), além de um
aumento significativo de heme-oxidase (OH-1) nas células, em concentracdes de 500
a 1000 yM de DTDF (Vij & Hardej, 2016). Isso fortaleceu a hipétese de que a acdo
antiproliferativa e genotéxica seja consequéncia do estresse oxidativo gerado pelo
DTDF (Degrandi et al., 2010; Trindade et al., 2015; Vij & Hardej, 2016; Juchem, 2016).

Por fim, sabe-se que o tratamento com TMZ causa profunda linfopenia,
mielosupressao e varios outros efeitos colaterais aos pacientes (Stepanovic & Nikitovic,
2018). Somado a isso, mesmo que sejam inicialmente responsivos, 0s gliomas tendem
a rescindir (Jhanwar-Uniyal et al., 2015). Esses dados em conjunto sugerem entao a
importancia de se ampliar o conhecimento de como a TMZ induz morte celular e quais
as vias de resisténcia relacionadas. Considerando que o DTDF sensibiliza células
resistentes e ndo-resistentes ao tratamento com TMZ, seria uma estratégia interessante
utilizar o DTDF e a associacdo deste no tratamento de gliomas, visando reduzir as
doses de TMZ empregadas na clinica e possibilitar uma real diminuicdo dos efeitos
colaterais aos pacientes. Entretanto, faz-se necessario realizar estudos farmacoldgicos
pré-clinicos para estabelecer as faixas de dose seguras e eficazes para a utilizacdo do
DPDT e em associagcdo com a TMZ.
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6. CONCLUSAO GERAL

O conjunto dos resultados desse trabalho mostrou que o DTDF sensibiliza
células de glioma resistentes (GBM) e nao resistente (M059J) a TMZ, reduzindo
consideravelmente a viabilidade dessas células. Essas observa¢gfes nos levam a
concluir que o DTDF em associacdo a TMZ seria uma estratégia para reduzir as doses

de TMZ empregadas no tratamento de gliomas na clinica.

6.1. Conclusbes Especificas

1. Em doses que representam 50 % de viabilidade celular, a linhagem
GBM mostrou-se mais resistente as doses de TMZ utilizadas, quando

comparada a linhagem M059J, apos exposicao cronica (120 h).

2. Aresisténcia a TMZ da linhagem GBM também foi evidenciada no
teste de duplicacdo cumulativa de populacao.

3. Utilizando a coloragédo de laranja de acridina, demonstrou-se que
autofagia favorece a resisténcia a TMZ em ambas linhagens GBM e
MO059J.

4. O DTDF sensibilizou as células resistentes e nao-resistentes ao
tratamento com TMZ, diminuindo consideravelmente a viabilidade
celular dessas linhagens, o que sugere que seu efeito € independente
do perfil de resisténcia a TMZ.
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7. PERSPECTIVAS

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

1. Avaliar a resposta celular de outras linhagens de glioma ao tratamento
combinado com DTDF e TMZ;

2. Investigar o perfil redox de linhagens de glioma, antes e apds a

exposicdo ao DTDF e deste em associacdo a TMZ;

3. Verificar o potencial antitumoral do DTDF em terapia combinada com
outros quimioterapicos em linhagens de glioma, como bevacizumab,

nitrosureias, cisplatina, doxorrubicina e 5-fluouracil;

4. Analisar o potencial antitumoral do DTDF in vivo em tumores

xenograficos de glioblastoma multiforme;

5. Estabelecer o mecanismo de sinergia entre temozolomida e ditelureto

de difenila.
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