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RESUMO

A caracterizacdo de linhagens celulares é importante para a compreensdo da biologia de
células neoplésicas e para o desenvolvimento de novas estratégias contra o crescimento e a
progressdo das células cancerigenas. O objetivo deste trabalho foi caracterizar morfoldgica e
citogeneticamente duas linhagens astrociticas neoplasicas, a U343 e a AHOL1, esta Gltima
estabelecida pelo nosso grupo de pesquisa a partir de um glioblastoma multiforme. Através da
Hibridagdo In Situ por Fluorescéncia quantificamos o nimero de alelos do gene MYC, por
célula, nas duas linhagens celulares, antes e apds tratamento com Pisosterol (a 0,5, 1,0 e 1,8
pug/mL), um triterpeno isolado de Pisolithus tinctorius, um fungo coletado no Nordeste do
Brasil. Também avaliamos a citotoxicidade deste produto natural, através do indice mitotico
dessas linhagens. As andlises revelaram que as duas linhagens tumorais sdo dipldides e
apresentam crescimento em camada Unica, ndo organizado, semelhante a fibroblasto, com
formacéo de focos, divisdo heterogénea e ciclo celular de aproximadamente 36 horas. Apés o
tratamento com o Pisosterol, ndo foi detectada mudanga na morfologia das células da
linhagem. A delec&o do brago longo do cromossomo 7 [del(7)(g32)], na linhagem U343, e a
delecdo do brago curto do cromossomo 1 [del(1)(p21)], na linhagem AHOL1, foram as
principais alteracBes citogenéticas encontradas neste trabalho. A citotoxicidade do Pisosterol
foi significante somente na concentragdo de 1,8 pg/ml. Na auséncia desse produto natural,
65% e 72% das células das linhagens AHOLL1 e U343, respectivamente, apresentaram mais de
2 alelos do gene MYC. Apos tratamento com 1,8 ug/mL de Pisosterol, somente 15% das
células da linhagem AHOL1 e 33% das celulas da linhagem U343, apresentaram mais de 2
alelos do gene MYC, sugerindo que esse triterpeno provavelmente bloqueia células com
excesso de proteina MYC, antes da fase S do ciclo celular. Nessa hip6tese, as células que ndo
apresentaram mais de dois alelos desse gene, conseguiriam suportar a citoxicidade e
continuaram o ciclo celular. Visto que células neoplasicas sem anormalidades numéricas do
gene MYC, apresentam comportamento menos agressivo e invasivo, representando alvos mais
desejaveis para a quimioterapia, concluimos que o Pisosterol pode ser utilizado em

combinagédo com a terapia anti-cancer convencional.

Palavras chave: Pisosterol. MYC. FISH. Linhagens celulares astrociticas.



ABSTRACT

The characterization of cell lines is important for understanding the biology of neoplastic cells
and development of new strategies against spread and progression of cancer cells.This study
characterize morphologically and cytogenetically two astrocyte neoplasic lines, the U343 and
AHOLL1, the later established by our research group from a glioblastoma multiforme. Through
the In Situ Hybridization Fluorescence we have quantified the number of alleles of MYC gene,
per cell, the two cell lines, before and after treatment with pisosterol (0.5, 1.0 and 1.8 mg /
mL), a triterpene isolated from Pisolithus tinctorius, a fungus collected in northeastern Brazil.
We also assessed the cytotoxicity of this natural product, through the mitotic index of these
strains. The analysis revealed that the two strains are diploid tumor growth and have a single
layer, not organized, similar to fibroblasts, with the formation of foci, heterogeneous division
and cell cycle of about 36 hours. After treatment with pisosterol, no change was detected in
the morphology of the cell line. The deletion of the long arm of chromosome 7 [del (7) (q32)],
in line U343, and deletion of the short arm of chromosome 1 [del (1) (p21)], in line AHOL1,
were the main cytogenetic alterations found this work. The cytotoxicity of pisosterol was
significant only at a concentration of 1.8 mg / ml. In the absence of this natural product, 65%
and 72% of the cells of strains AHOL1 and U343, respectively, had more than 2 alleles of
MYC gene. After treatment with 1.8 mg / mL pisosterol, only 15% of the cells of the AHOL1
and 33% of the cell line U343, had more than 2 alleles of MYC gene, suggesting that this
triterpene probably blocks cells with excess protein MYC before the S phase of the cell cycle.
In this case, the cells that did not have more than two alleles of this gene could support the
cytotoxicity of and continue the cell cycle. Since cancer cells without numerical abnormalities
of MYC gene have less aggressive behavior and invasiveness, they represent suitable targets
for chemotherapy, we can conclude that pisosterol can be used combination therapy with

others conventional anti-cancer drugs.

Keywords: Pisosterol. MYC. FISH. Astrocytic cell lineage.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

1.1.1 Epidemiologia

Nos Estados Unidos da América (EUA), tumores malignos primarios do cérebro
adulto respondem por 2% de todos os canceres (CENTRAL BRAIN TUMOR REGISTRY
OF THE UNITED STATES, 2009). Nesse pais, a taxa de prevaléncia para todos os tumores
encefalicos primarios, foi de 130.8/100.000 habitantes, estimando-se que 350.000 pessoas
vivas portavam neoplasias intracranianas durante o ano de 2000. Desses, a prevaléncia de
casos considerados malignos foi de 29,5 / 100.000 habitantes, no mesmo periodo (DAVIS et
al., 2001).

A Sociedade Americana do Céancer estima que ocorram mais de 18.000
diagndsticos novos de tumores cerebrais e do sistema nervoso, responsdveis por
aproximadamente 13.000 mortes a cada ano (CHANDANA et al., 2008). Segundo relatos da
Agéncia Internacional para Pesquisa Sobre o Céancer (IARC-WHO, 2009), 6rgdo da
Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) responséavel pela coleta de dados sobre a doenga,
foram detectados em 2002, ao redor do mundo, 189.485 novos casos de tumores malignos
primarios do cérebro, isto é, lesdes proliferativas que se originam em células que constituem o
cérebro; esses tumores primarios respondem por cerca da metade (55%) dos casos de tumores
cerebrais registrados em adultos (McCARTHY et al., 2009). Estima-se que a incidéncia
global dos tumores cerebrais malignos priméarios do adulto seja da ordem de 3,7 por cada
100.000 homens e 2,6 por cada 100.000 mulheres (SCHWARTZBAUM et al., 2006).

Dentre os tumores cerebrais priméarios, neoplasias que se originam das células
gliais (“gliomas™) sdo as mais comumente encontradas. Dentre os gliomas, o mais freqiiente é
aquele que se origina do astrdcito (“astrocitoma”) - um dos subtipos celulares das células da
glia. Mais da metade dos astrocitomas (59%) sdo de natureza maligna: astrocitomas
anaplésicos (8%), e o restante (51%) representado pelo incuravel Glioblastoma Multiforme
(GBM) (IDOWU, 2008; BAUCHET, 2009).
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Homens e mulheres sdo afetados em proporgdes equivalentes, com incidéncia um
pouco mais elevada em homens, na proporgdo de 3:2 (OHGAKI, 2009). Individuos entre a
terceira e quinta década de vida sdo mais acometidos pela doenca, sendo que a idade mais
comum de surgimento do GBM se localiza préximo dos 60 anos de vida. 1sso se deve, em
parte, pelo efeito acumulativo de mutagdes génicas, que ocorrem ao longo da vida das pessoas
(BRANDES et al., 2008). Por outro lado, na faixa pediatrica, os tumores de origem glial séo
um pouco menos freqlientes. Raros em lactentes, os gliomas s&o mais encontrados a partir do
terceiro ano de vida, momento em que se observa elevacéo progressiva da incidéncia até um
pico entre 6-9 anos (HOU et al., 2008). Diferente dos adultos, em que tais neoplasias
acometem com maior freqiiéncia os lobos cerebrais (espago supra-tentorial), nas criangas, 0s
gliomas incidem preferencialmente em estruturas localizadas na fossa posterior, isto €, quarto
ventriculo (ependimomas), cerebelo e tronco cerebral (astrocitomas) (SEKER; OZEK, 2006).
Em adultos e criangas, o acometimento da medula espinhal por um astrocitoma constitui uma
raridade (MATSUMOTO et al., 2008).

Como observado, gliomas malignos sdo 0s tumores cerebrais primarios mais
prevalentes dos adultos, ocasionando severo padecimento individual e familiar, com
significativo impacto social e econdmico em diversos paises. O tumor mais prevalente nesse
grupo é também aquele que ndo admite cura: o GBM, tendo sido observado que sua
incidéncia se encontra em elevacdo ao longo dos Ultimos anos, provavelmente pela utilizagéo
em larga escala dos exames de Tomografia Computadorizada (TC) e Ressonancia Magnética
(RM). (SANSON, 2006).

1.1.2 Classificagédo

Mais que diagndstica, a importancia de agrupar as neoplasias gliais possui
relevancia prognostica. Ao exame histologico, podem ser observados distintos graus de
diferenciacdo, variando desde neoplasias pouco celulares, com raras figuras de mitoses,
semelhantes ao cérebro normal — conhecidas como astrocitomas de baixo grau, até as formas
malignas, os astrocitomas de alto grau, onde predominam sinais de anaplasia, freqiientes
figuras de mitose, proliferacdo vascular e necrose tipica, chamada de “necrose em
pseudopalicada”, decorrente de hipoxia (RONG et al., 2006; DURAN et al., 2007).
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Astrocitomas de baixo grau costumam ter curso lento ao longo de meses ou anos,
com sobrevida prolongada, acometendo adultos mais jovens. Ao contrario, astrocitomas de
alto grau possuem curso clinico rapidamente progressivo, levando a curto tempo de sobrevida,
limitada a poucos meses apds o diagnostico (WESSELS et al., 2003).

A classificagdo mais utilizada para caracterizar os tumores cerebrais é aquela
estabelecida pela OMS, originalmente publicada em 1979, atualmente na quarta edigéo,
Gltima vez revista em 2007 (LOUIS et al., 2007); essa classificacdo se baseia na possivel
origem celular das neoplasias (ex: epéndima = ependimomas, oligodendrdcito =
oligodendrogliomas, astrocito = astrocitomas), associando a origem aos achados histolégicos
observados nas laminas de parafina coloradas com hematoxilina-eosina (HE) e com
imunohistoquimica (Quadro 1) (PIEPMEIER, 2009). A classificacdo da OMS agrupa as
neoplasias em quatro graus crescentes de malignidade (Quadro 2): grau | a grau IV
(NAKAZATO, 2008).

Tumores Astrocitarios Tumores mistos neuronais-gliais
Astrocitoma difuso (grau Il) (grau lalll)

Xantoastrocitoma pleomorfico (grau I1)
Astrocitoma anaplasico (grau I11)
Glioblastoma (grau 1V)

Tumores Oligodendrogliais Tumores da bainha neural
Oligodendroglioma (grau I1) Neurofibroma (grau I)
Oligodendroglioma anaplasico (grau I11) Perineuroma (grau | a 1)

Tumor maligno da bainha neural (grau Il a 1V)
Tumores Oligoastrogliais Tumores das meninges
Oligoastrocitoma (grau I1) Meningioma (grau 1)
Oligoastrocitoma anaplasico (grau 1) Meningioma atipico (grau I1)

Meningioma anaplasico (grau I11)
Tumores de células ependimarias Linfomas&neoplasias hematopoeticas
Ependimoma (grau | a I11) Linfoma maligno (baixo e alto grau)

Plasmacitoma
Sarcoma granulocitico

Tumores do plexo cordide (grau | a Il) Outros
Tumores de células germinativas
Tumores da regido selar (grau 1)

Outros tumores neuroepiteliais
Glioma angiogénico (grau I)
Glioma cordoide do Il ventriculo (grau I)

Tumores neuronais (grau | a ll1)

Quadro 1 - Classificacédo dos tumores cerebrais, segundo a OMS.
Fonte: Louis et al. (2007); Piepmeier (2009).
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GRAU I PILOCITICO

GRAU II DIFUSO OU FIBRILAR
GRAU Il ANAPLASICO

GRAU IV GLIOBLASTOMA

Quadro 2 — Astrocitomas.
Fonte: Organizacdo Mundial da Sadde (1993 apud NAKAZATO, 2008).

1.1.3 Aspectos clinicos

Considerando os dados epidemioldgicos descritos acima, uma pessoa adulta, entre
45 e 60 anos de idade, com diagnéstico recente de tumor encefalico supratentorial, localizado
no interior do lobo temporal ou frontal, devera ser suspeita, até prova em contrério, de ser
portadora de um astrocitoma maligno. A aparéncia caracteristica pode ser vista no exame de
TC, que revela lesdo assestada no interior do cérebro, heterogénea, com realce irregular, mas
intenso, apos inje¢do de contraste endovenoso; a presenca de efeito de massa, com distor¢éo
das estruturas neurais circunjacentes e desvio da linha média é muito caracteristica (Imagem
1); o exame de RM complementa os achados acima, revelando com mais riqueza de detalhes a
relagdo da lesdo com as estruturas neurais e vasculares da vizinhanga (Imagem 2). (ATLAS,
1990). A correlacdo desses achados com o exame histolégico de amostra da lesdo, obtida
durante procedimento cirdrgico, (Imagem 3), mostrando aspectos tipicos de malignidade em
tumor astrocitario, em geral é suficiente para confirmar o diagnéstico, ainda que seja
recomendada de rotina complementar a investigagdo com exame imunohistoquimico e
molecular, com o intuito de caracterizar melhor a doenca e fornecer informagdes relevantes,
tanto para o programa terapéutico a ser instituido, quanto para a sobrevida e para o
prognastico.

Como regra geral, os gliomas permanecem confinados ao sistema nervoso central,
isto €, encéfalo e medula espinhal, que séo tecidos constituidos essencialmente por neur6nios
e ceélulas da glia. Astrocitomas medulares, como indicado, sdo pouco freqlientes e em geral
possuem baixo grau de malignidade (ROONPRAPUNT et al., 2006), sendo raridade digna de

nota a presenca de astrocitoma maligno no interior desse 6rgdo, assim como a ocorréncia de




17

metastases regionais ou a distancia representarem, da mesma forma, achados extremamente
incomuns (MEDHKOUR et al., 2005; SAAD et al., 2007).

Nos adultos, os astrocitomas acometem com maior frequéncia (86%) a substancia
branca dos lobos cerebrais, localizada no espago supratentorial. Em ordem de frequéncia, as
estruturas mais acometidas no adulto séo: lobo frontal (40 %), lobo temporal (29 %), parietal
(14%), e occipital (3%); a seguir, acometem estruturas profundas, como talamo, nicleos da
base e cépsula interna (6,4%), cerebelo (1,5%), ventriculos (2 %), tronco cerebral (4,1%)
(LARJAVAARA et al., 2007). Meninges, vasos, nervos cranianos ndo constituem sitios de
acometimento, pois sdo destituidas de astrocitos. Ocasionalmente, pode ocorrer disseminacéo
por contigiiidade da neoplasia, através de vias, tratos e comissuras (D’HAENE et al., 2009).
Nas criangas, tumores cerebrais representam a segunda causa de morte, perdendo somente
para as leucemias. A maioria das neoplasias cerebrais em criancas é primaria, e desses, 0s
tumores de linhagem germinativa, de comportamento mais agressivo, sdo 0s que predominam.
Como observado acima, os tumores cerebrais na infancia surgem com maior freqléncia
abaixo da tenda do cerebelo, na fossa posterior. Desses, 0s astrocitomas sdo responsaveis por
até 40% dos tumores infratentoriais encontrado no segmento pediétrico, e o prognostico
dessas lesbes costuma ser um pouco mais favordvel do que aquele observado no adulto,
considerando que, em sua maioria, se tratam de astrocitomas fibrilares do tipo pilocitico (grau
I) ou difusos de baixo grau (grau Il) (PFISTER et al., 2009).

1.1.3.1 Astrocitomas de baixo grau (grau | e Il OMS)

Sintomas causados pela presenca de um astrocitoma no interior do cérebro
decorrem do crescimento progressivo, resultado da multiplicagdo celular desenfreada da
massa e aumento de volume progressivo da mesma; quando contém 10° células, o tumor tera
aproximadamente o peso de 1 grama, ocupando o volume de cerca de 1 mL, a partir do qual
em geral ja produz sintomas, podendo ser detectado pelos métodos diagndsticos disponiveis.
O crescimento progressivo da massa ocupa um espago, anteriormente inexistente, no interior
de uma cavidade cujos limites sdo inelasticos: o crénio. O efeito expansivo da massa
comprime e distorce 0s componentes intracranianos, i.e, encéfalo (que € uma substancia
gelatinosa coloidal), vasos sangliineos e cavidades liquéricas (constituidos essencialmente por

agua) (NORDEN et al., 2006). Dessa forma, o crescimento tumoral se faz a custa da
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compressdo, distorcdo e reducdo volumétrica desses elementos, com deslocamento dos
mesmos de encontro as estruturas intracranianas semi-rigidas e rigidas, como a dura-mater e a
tbua dssea interna. Esse fendmeno acarreta aumento do gradiente de pressdo existente entre
os diferentes compartimentos localizados no interior do cranio, i.e, fossa anterior, média e
posterior, separados pelas estruturas durais (foice do cérebro, tenda do cerebelo), levando a
hipertenséo intracraniana (LEE et al., 2008).

Sintomas que resultam do aumento da pressdo no interior do crénio incluem,
dentre outros, cefaléias persistentes, vomitos de repeticdo, sonoléncia, confusdo mental,
déficits sensitivo-motores, anormalidades visuais, disfungdo de nervos cranianos e epilepsias
(SCHANKIN et al., 2007).

Disfuncdes elétricas do cérebro devido tumores cerebrais representam uma causa
significativa de epilepsia — ndo rara de dificil controle - em criangas e adultos jovens, e, em
geral se associam com as lesdes de crescimento lento, como ocorre nos astrocitomas de baixo
grau, podendo ser também observadas nos astrocitomas de alto grau. Inicialmente, esses
astrocitomas “benignos” ndo apresentam hipertensdo intracraniana, e a manifestagdo
neuroldgica predominante se faz por meio de crises epilépticas, as quais muitas das vezes
podem ser controladas com o uso de anticonvulsivantes orais (RUBAN et al., 2009). As
epilepsias associadas aos astrocitomas se manifestam mais comumente por crises convulsivas
do tipo ténico-clénico generalizadas, crises generalizadas psiquicas (auséncia), ou ainda crises
parciais focais do tipo sensitivo-motoras (DUPONT, 2008). Em boa parte dos casos de
astrocitomas de baixo grau, pode haver controle da epilepsia com uso de medicagGes orais,
como difenilhidantoina e carbamazepina, pelo que alguns autores ndo preconizam intervencéo
cirrgica nesses pacientes (POULSEN, 2006; GILBERT et al., 2007). N&o obstante, faz-se
necessario criterioso acompanhamento do enfermo, devendo o mesmo ser submetido a
exames seriados de imagem — no minimo, uma tomografia computadorizada a cada seis meses
- para detectar transformacdes de forma e volume ou indicios de modificagdo anaplésica do
tumor, j& que os pacientes portando astrocitomas de baixo grau podem sofrer de hipertenséo
intracraniana devido o aumento progressivo do volume tumoral, mesmo na auséncia de
anaplasia, ou ainda experimentar transformacdo anaplasica do tumor para alto grau, o que
usualmente ocorre apds um intervalo medio de 4-5 anos (MCCORMACK et al., 1992).

Uma vez que ocorre transformagdo maligna da neoplasia, € comum surgirem
sintomas decorrentes da elevacdo da pressdo intracraniana, pelo que o enfermo devera ser
submetido a imediata intervencdo cirdrgica para reducdo da massa, diagndstico histoldgico e

restauragéo da presséo intracraniana (SINGHI, 2009).
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Na classificacdo preconizada pela OMS, revista em 2008 (NAKAZATO, 2008),
0s astrocitomas considerados “benignos” sdo agrupados de acordo com o0s achados
histoldgicos, com os graus 1 e 2 correspondendo a lesbes consideradas “benignas”, de baixo
grau, sem a presenca de evidéncias histoldgicas de malignidade, com nimero de células
levemente aumentado em relagdo ao cérebro normal, com predominio de fibras e citoplasma
alongados, raras figuras de mitose e comportamento biolégico estavel ao longo do tempo; o
Astrocitoma pilocitico representa o grau | da OMS, sendo uma variedade encontrada com
frequéncia entre fibras da substancia branca de vias neurais (ex. cerebelo, diencéfalo, trato e
nervo éptico); ao exame de tomografia computadorizada (Imagem 1a.), observa-se imagem
hipodensa, tipicamente arredondada ou oval, bordas bem delimitadas, com realce & inje¢éo de
contraste, e formacdo cistica com a presenga de nédulo mural que sofre intensa captacdo de
contraste. O exame de RM mostra com mais detalhes as alteragdes encontradas no exame de
TC (Imagem 1b.).

‘Imagem la.

% | magem 1b.

Imagem 1 - Diagndstico por Imagem (TC/RM) de astrocitoma pilocitico do cerebelo:
la.: TC de cranio demonstrando astrocitoma pilocitico do cerebelo,
1b.: RM de cranio demonstrando astrocitoma pilocitico do cerebelo.

Fonte: Universidade Estadual de Campinas, 20009.

O exame histolégico dessas lesdes habitualmente revela células neoplésicas com
aspecto regular, nacleos regulares e fibras alongadas, com pouca variacdo de volume e
cromatismo, com a cromatina bem distribuida, ndo se encontrando mitoses nem proliferacdo
vascular (Imagem 2a), encontrando-se ainda corpusculos alongados e hialinos, fortemente
eosindfilos, tipicos dessa variante, conhecidos como Fibras de Rosenthal, que séo

constituidas por proteina a-B cristalina (Imagem 2b).
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Imagem 2b.

Imagem 2 - Diagnostico histolégico (Hematoxilina-eosina) de astrocitoma pilocitico do
cerebelo:
2a.— Fibras alongadas e nucleos regulares de astrocitoma pilocitico do cerebelo,
2b.— Fibras de Rosenthal em astrocitoma pilocitico de cerebelo.
Fonte: Universidade Estadual de Campinas, 20009.

Astrocitoma ditos difusos representam os demais graus previstos na classificagéo
da OMS (grau Il a 1V). No caso dos astrocitomas de baixo grau, o Astrocitoma fibrilar
representa 0 grau Il das neoplasias gliais portando baixo nimero de células (astrdcitos
fibrilares), onde tipicamente se encontram nucleos pequenos em contraste com nucléolos

proeminentes, podendo ser encontradas (escassas) atipias (Imagem 3a-d).

Imagem 3a. Imagem 3b Imagem 3c.

Imagem 3d.

Imagem 3 - Diagnostico por imagem (TC/RM) de astrocitoma fibrilar do lobo frontal:
3a: TC de cranio de astrocitoma fibrilar em lobo frontal,
3b, 3c, 3d: RM de cranio de astrocitoma fibrilar em lobo frontal,
3b: T1 coronal, auséncia de efeito de massa,
3c: axial T1, sem realce apds injecdo do contraste (gadolinio),
3d: axial T2, auséncia de edema perilesional.
Fonte: Universidade Estadual de Campinas, 20009.
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Imagem 4b.

T

Imagem 4 - Diagnostico histolégico (Hematoxilina-eosina) de astrocitoma fibrilar:
4a:baixa celularidade, nicleos pequenos e escassas atipias em fundo fibrilar,
4b: capilares normais, auséncia de proliferacdo endotelial vascular.

Fonte: Universidade Estadual de Campinas, 20009.

1.1.3.2 Astrocitomas de alto grau (grau Il e IV OMS): astrocitomas malignos

No outro extremo do espectro das neoplasias astrocitarias, localizam-se as lesdes
de apresentacdo aguda, que se manifestam logo no inicio por hipertensdo intracraniana
descompensada ou por quadros neurolégicos onde a deterioracdo clinica é rapidamente
progressiva. Representam as neoplasias cerebrais mais prevalentes do adulto -
aproximadamente 59% de todos os tumores do adulto séo astrocitomas de alto grau, (graus I11
e IV OMS), representados, respectivamente, pelo astrocitoma anaplasico — responsavel por
cerca de 8% dos tumores primarios do cérebro adulto - e pelo mais frequente tumor cerebral
do adulto (51%), o maligno e incuravel GBM (IDOWU, 2008; BAUCHET, 2009). Logo que
surgem 0s primeiros sintomas, podem ser prontamente detectados pelo exame de TC do
cranio (Imagem 5), e por meio de RM (Imagem 6a - c), que demonstram a presenca de
formacdo expansiva heterogénea, limites poucos precisos, captagdo intensa e irregular de
contraste endovenoso, deslocando estruturas e levando a desvios da linha média com
herniagdo do giro do cingulo e, caracteristicamente, grande quantidade de edema perilesional
(NISHI et al., 2009).
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Imagem 5 - Tomografia computadorizada de GBM fronto-temporal
Fonte: Universidade Estadual de Campinas, 20009.

Imagem 6a Imagem 6b Imagem 6¢

Imagem 6 - Ressonancia Magnética de GBM fronto-temporal:
6a: T1 sem contraste, lesdo heterogénea hipointensa,
6b: T1 com contraste, realce periférico e necrose central,
6c: T2 significativo edema perilesional; herniacdo do cingulo.
Fonte: Universidade Estadual de Campinas, 20009.

Histologicamente, tanto o grau Ill quanto o GBM se caracterizam por conter em
seu interior concentracdao de células muito superior a do tecido nervoso normal, constituidas
por astrdcitos atipicos com nucleos hipercromaticos, pleomorfismo (variacdo de forma e
tamanho), perda da relacdo nucleo-citoplasma, proliferacdo vascular (neoformacéo

endotelial), sinais de invasdo cerebral (padrdo infiltrativo) e, no caso do GBM, necrose
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(Imagem 7). O achado de vasos andmalos no leito tumoral e em suas imedia¢des ocorre
devido inducdo da proliferagdo vascular, criando vasos com funcdo alterada, de paredes
espessas (devido ao maior numero de células endoteliais), criando o aspecto glomerul6ide
(pseudoglomérulos). O principal achado que diferencia o grau Il do GBM é a presenca de
necrose, ausente no primeiro. A trombose de pequenos vasos leva a areas de necrose
coagulativa com contornos geogréaficos e adensamento dos nlcleos na periferia, conhecidas

como necrose em “‘pseudopalicada’, que sdo caracteristicas do GBM (Imagem 7a-d).

Imagem 7a. Imagem 7b.

¥4 A-" .

e PSEUDOGLO!

Imagem 7 - Diagnostico histolégico (Hematoxilina-eosina) de GBM:
7a: Hipercelularidade e pleomorfismo celular,
7h: Mitose,
7c: Proliferacdo endotelial (pseudoglomérulos),
7d: Necrose em pseudopalicada.
Fonte: Universidade Estadual de Campinas, 2009.

A presenca de edema é quase que universal nos astrocitomas malignos. O tipo de
edema encontrado na substancia branca circunjacente aos gliomas é vasogénico, isto &, devido
a disfuncao do endotélio dos capilares recentemente formados. Para sustentar seu crescimento
acelerado, o tumor necessita continuamente de aporte de metabdlitos, estimulando a formacgéo
de novos vasos sangliineos por meio de um processo secretorio que envolve a presenga do
Fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF). Essa substancia provoca a formagéo de

vasos sangiiineos para nutrir o proprio tumor. Entretanto, esses vasos neoformados possuem
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estrutura e funcéo anormal, permitindo extravasamento de fluido para o cérebro, o que explica
a usual associacéo dos astrocitomas com esse fenémeno (JAIN et al., 2007). A descoberta do
importante papel do VEGF na selecdo de células cancerigenas, crescimento e manutencdo do
microambiente dos gliomas levou a utilizacdo de substancias bloqueadoras do VEGF, como
estratégia no tratamento adjuvante do céncer cerebral (MILETIC et al., 2009). Ainda, a
presenca do edema é um fator agravante, pois agrava a hipertensdo intracraniana e piora o
quadro de disfun¢do neural, contribuindo também para o surgimento de sintomas, como
cefaléia persistente, vomitos de repeticdo, e também de sintomas focais, como diplopia,
déficit motor, confusdo mental (PAPADOPOULOS et al., 2001).

Os astrocitomas malignos representam uma urgéncia neurocirdrgica,
fundamentalmente pelo quadro de hipertens&o intracraniana, que acarretam iminente risco de
morte. O tratamento cirlrgico se presta para controlar a pressdo intracraniana, fornecer
diagndstico histologico e realizar reducdo volumétrica. O diagnostico precoce e remogao
tumoral propiciam também um efeito mais eficaz da terapia adjuvante (quimio e radioterapia)
(PATCHELL et al., 1997). O comportamento bioldgico agressivo e resistente a terapéutica
situa os astrocitomas malignos como a quarta causa de morte por cancer no adulto, e somente
uma pequena fracéo de pacientes portando gliomas malignos sobrevive por mais de 36 meses.
A andlise desses pacientes com sobrevivéncia prolongada encontrou alguns fatores implicados
com um prognéstico mais favoravel: idade mais jovem e boa performance clinica (escala de
Karnofsky) no momento do diagnéstico (KREX et al., 2007). Como alguns pacientes com o
mesmo diagndstico histolégico possuirem tempo variavel de sobrevida, tem-se procurado
detectar marcadores prognosticos, para, dessa forma, prever o comportamento e a resposta ao
tratamento de cada tumor em particular (FRENEL et al., 2009). Para pacientes com gliomas
de baixo-grau, o tipo histoldgico, o volume tumoral, a idade e a perfomance clinica na escala
de Karnofsky sdo todos fatores prognosticos da evolucdo do paciente. Nos casos de
astrocitomas de alto grau, a descoberta de marcadores moleculares trouxe ainda dados
adicionais capazes de prever resposta terapéutica. Assim, como no caso dos
oligodendrogliomas, a perda combinada 1p e 19q estd fortemente correlacionada com o
fenotipo de um oligodendroglioma anaplésico (grau Il1), estando associada tanto com melhor
resposta terapéutica quanto com sobrevida mais prolongada nesses casos; no caso dos GBMs,
além dos mesmos critérios progndsticos utilizados para astrocitomas de baixo grau, tem-se
empregado também marcadores moleculares, como a co-expressdo do receptor mutante de
Receptor do Fator de Crescimento Epitelial (EGFR) do subtipo EGFRvIII e o estado de
metilacdo do gene O-6-metilguanina-metiltransferase (MGMT).MINEO et al., 2007).
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1.1.4 Cirurgia

A resseccdo cirlrgica continua sendo a terapia isolada mais importante no
tratamento dos gliomas. A presenca de sinais de hipertensdo intracraniana associadoa um
processo expansivo intracraniano requer pronta intervencdo cirurgica, com objetivo de
restaurar o gradiente de pressdo no interior do cranio, encaminhar amostra para andlise e
histopatologia e reduzir o volume da lesdo, removendo a maior quantidade possivel de tecido
neoplasico para propiciar, assim, um melhor efeito da terapéutica adjuvante com radio e
quimioterapia pds-operatdria (OLSON et al., 2009). Porém, a infiltracdo no interior da
substancia branca, a auséncia de interfaces e de limites precisos entre neoplasia e cérebro
circunjacente, impedem a remogdo completa das lesdes, mesmo contando com modernos
recursos, como coagulador bipolar, aspirador ultrassdnico, microscépio, neuronavegador e
mais recentemente o uso pré-operatério do acido aminolevulinico fluorescente (5- ALA),
método em que, apos injecdo endovenosa da substancia, as células do tumor sdo coradas, o
que permite melhor visualizacdo e distingdo da neoplasia do cérebro normal, e consequente
retirada segura do tumor pelo cirurgido (GAUTSCHI et al., 2009; SIMON et al., 2009).

1.1.5 Radioterapia

Trabalhos realizados na década de 80 revelaram o comportamento bioldgico do
GBM, fornecendo dados que possibilitaram a normatizagéo do tratamento desse cancer, com
poucas modificagdes ao longo dos anos, sendo valida nos dias de hoje. O esquema classico de
tratamento inclui, além da cirurgia, mais duas modalidades de tratamentos auxiliares ou
adjuvantes: a RT e a QT (LAIGLE-DONADEY et al., 2009). Trabalhos randomizados duplo-
cego em grupos de enfermos com neoplasias gliais malignas demonstraram que a radioterapia,
administrada no leito tumoral, praticamente duplica a expectativa de vida de uma pessoa
submetida a tratamento cirdrgico por GBM, sendo, por isso, considerada como o tratamento
adjuvante isolado mais eficaz no combate aos tumores cerebrais primitivos (WALKER et al.,

1980). Essa constatacdo levou a um esforgo concentrado para melhorar a eficacia dos agentes
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citotoxicos, procurando reduzir efeitos adversos observados pela administracdo dos mesmos.
As principais modificagdes incluiram optimizacdo da dose total, modificacdo do
fracionamento e uso de diferentes particulas energéticas. Um dos efeitos observados, que
levaram a significativa melhora do método, foi o fato de que, apesar do aumento da radiacdo
acima de 5.000 cGy prolongar a sobrevivéncia a curto prazo (por incrementar o nimero de
pacientes que sobrevivem ao primeiro ano apds a cirurgia), a sobrevida média em dois anos
ndo se alterava (FULTON et al., 1992). De forma semelhante, acelerar ou hiperfracionar as
doses ndo oferece vantagem em termos de sobrevivéncia sobre o regime convencional de
6.000 cGy, administrados em 30 sessdes durante 6 semanas (NELSON et al., 1988).

Além disso, a natureza infiltrativa do GBM induziu a idéia da necessidade de
irradiacdo de todo o cérebro. Esse método, além de ocasionar importante deterioracdo
cognitiva, desconsiderou a evidéncia de que 90% das recidivas tumorais ocorrem somente nas
margens ou nas proximidades da localizagdo inicial do tumor (HOCHBERG et al., 1980).
Essa evidéncia, comprovada com a evolugdo dos métodos de diagndstico por imagem, levou
centros especializados no tratamento dessas neoplasias a reduzir os campos de radiag&o,
focando a radiagdo ao leito tumoral, com uma margem de 2-3 cm ao redor do cérebro
aparentemente normal. Uma evolucdo a mais ocorreu com a aquisicio de métodos
estereotéxicos, desenvolvendo a radioterapia tridimensional dita “conformacional”, por se
adequar com mais precisdo as caracteristicas espaciais da tumoracdo no interior do cérebro
(MCDERMOTT et al., 2004). Essa modalidade de radioterapia direciona os fotons de acordo
com a configuragdo tridimensional do tumor, que, quase sempre, é irregular. Adicionalmente,
0 emprego de aparelhos mais modernos, portando colimadores multi-laminares, variando a
intensidade da dose em cada campo de tratamento e a administragdo de uma dose mais
homogénea dos fotons em todo o leito tumoral manteve a taxa de sobrevida esperada,
minimizando os efeitos colaterais indesejiveis, levando ao conceito de “sobrevida com
qualidade” na terapia do enfermo com tumores cerebrais malignos.

Além da radioterapia externa descrita acima, alguns autores sugerem que a
braquiterapia, com implante de sementes radioativas contendo **Ir ou 1 no leito tumoral,
ofereca algumas vantagens na sobrevida, em particular nos casos de recorréncia do processo
neoplasico. Mesmo com todos esses avancos, o principal fator limitante permanece sendo a

escassa margem entre o efeito terapéutico e a toxicidade local (KOOT et al., 2000).
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1.1.6 Quimioterapia

A real eficécia pratica da quimioterapia sisttmica no combate ao GBM ainda
permanece controversa, pois os resultados de ensaios clinicos randomizados demonstram
diferencas de pouca significancia entre os dois grupos (SPIEGEL, 2007). A maioria dos
estudos relata uma taxa de resposta média variando entre 5-15% de eficacia. Apesar disso, um
estudo de meta-analise incluindo 12 ensaios clinicos contendo cerca de 3.000 pacientes foi
claramente favordvel ao emprego da quimioterapia sistémica no combate ao GBM
(STEWART, 2002). Logo, a despeito desses resultados conflitantes, a quimioterapia sistémica
faz parte da rotina de tratamento dos pacientes submetidos a intervengdo cirurgica para
reducdo dos astrocitomas malignos na quase totalidade dos servigos (SEE et al., 2007). Nos
ultimos anos foi desenvolvido um agente alquilante de segunda geragdo para uso oral, a
Temozolamida®, cuja utilizacdo em conjunto com a cirurgia e radioterapia revela um aumento
estatisticamente significativo da sobrevida estimada (HART et al., 2008). Buscando entender
melhor o comportamento clinico diverso, observado nos astrocitomas malignos com
histologia semelhante, pesquisadores investigaram a cinética de crescimento celular e a
atividade proliferativa presente nesses tumores; um dos primeiros resultados foi a descoberta
de um anticorpo monoclonal da classe 1gG1, que reconhece um antigeno nuclear, presente em
células com atividade proliferativa, ausente nas células em estado de quiescéncia ou repouso,
conhecido como Ki-67. A identificacdo do Ki-67 em cortes histoldgicos corados em parafina
é possivel com a utilizacdo de um outro anticorpo, 0 MIB-1. Esse método é conhecido como
indice de proliferagdo Ki-67/MIB-1 (MIB-1 Li). Apesar de ndo diferenciar o astrocitoma
anaplésico (grau Il1) do GBM (grau 1V), consegue fazer uma distingdo apropriada entre o
astrocitoma difuso grau Il de um AA (grau Ill) e/ou GBM (grau IV) (JOHANNENSSEN et
al., 2006). Um dos fatores limitantes da sobrevida dos pacientes € o carater infiltrativo da
neoplasia, o que faz com que o tratamento cirdrgico — por mais agressivo que seja — sempre
deixe restos celulares nas margens da resseccdo. Essas células serdo responsaveis pelo
recrescimento e recorréncia do tumor, utilizando um sistema autdécrino de sinalizacdo que
emprega fatores de invasdo secretados pelas proprias células cancerigenas, como por
exemplo, o fator de crescimento e transformacédo-alfa (TGF- &) (HOELZINGER et al.,
2007). Outro fator, ndo menos importante, que influencia para o mau progndstico dessas
lesBes, € a resisténcia adquirida das células neoplasicas aos agentes citotdxicos

(MOUSSEAU, 1994). Os agentes alquilantes, incluindo as cloroetilnitrosuréias (carmustina
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[BCNU], lomustina) e procarbazina sdo os quimioterapicos com melhor acéo sobre os
gliomas malignos. Esses agentes causam dano ao DNA pela adi¢éo de grupos alquil ao DNA,
desencadeando os mecanismos de reparo do DNA, e induzindo, dessa forma, a apoptose
(HEGI et al., 2008).

O principal mecanismo conhecido de resisténcia dos gliomas aos agentes
quimioterapicos se deve a presenca de uma enzima reparadora do DNA, a O°-metil-guanina-
metil-transferase (MGMT). O gene MGMT, se localiza no cromossomo 10, e codifica uma
proteina capaz de reverter prontamente o estado de alquilacdo (e metilacdo) do DNA,
induzida pelos quimioterpicos, neutralizando, desse modo o efeito citotoxico esperado.
Niveis elevados de atividade do MGMT no tumor estdo associados a uma maior resisténcia
aos agentes alquilantes. Em contraste, o siléncio epigenético do gene MGMT em promover
metilacdo resulta em decréscimo do mesmo nas células tumorais, conferindo uma melhor
resposta ao tratamento. Esse efeito “protetor” da atividade do MGMT contra o efeito toxico
dos agentes alquilantes vem sendo demonstrado em vérios estudos, e fornece um dado
importante para o prognéstico (FRIEDMAN, 1998). Aproximadamente a metade dos
pacientes com GBM séo portadores de siléncio transcripcional desse gene promotor de
hipermetilacéo, que incapacita as células neoplésicas reparar o dano ao DNA acarretado pelo
uso das drogas citotdxicas (MELLAI et al., 2009). Assim, o estado de metilacdo do gene
MGMT se constitui, atualmente como o Unico marcador molecular identificado com possivel
significado clinico (SONODA et al., 2009).

Recentes investigacdes acrescentaram evidéncias da existéncia de pelo menos trés
subclasses biomoleculares distintas de astrocitomas de alto-grau: subtipo PN (proneural),
PRLF (proliferativo) e MES (mesenquimal); o subtipo MES tem sido associado com pior
progndstico, sendo encontrado com freqliéncia em casos de recorréncia precoce do tumor
(PHILLIPS et al., 2006).

Aproximadamente 12% dos Glioblastomas sdo portadores de mutagdes no gene
que codifica a Desidrogenase do Isocitrato (IDH1), uma enzima que participa do ciclo do
acido citrico (PARSONS et al., 2008). Uma anélise mais detalhada revelou que essa mutacéo
surge precocemente na formagdo dos astrocitomas de baixo grau (88%), nos astrocitomas
anaplasicos (82%), assim como em oligodendrogliomas (79%) e oligoastrocitomas (94%),
sendo menos freqliente em astrocitomas pilociticos (10%) e glioblastomas primarios (5%),
além de estar ausente em ependimomas. Esses achados reforcam o conceito de que, apesar das
semelhangas histoldgicas, esses subtipos de neoplasias séo entidades distintas do ponto de
vista genético e clinico (WATANABE et al., 2009).
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1.2 NEUROGENESE DOS GLIOMAS

1.2.1 Neurdnios

Os Neuro6nios (Imagem 8) sdo os elementos computacionais do cérebro; células
altamente diferenciadas e especializadas no processamento e transmissao de sinais elétricos,
que constantemente induzem e modulam mensagens quimicas, cujo produto final podera ser
um pensamento ou um ato motor. Possuem corpo (soma), cujo tamanho varia de 4 a 100
micrometros de diametro, contendo o ndcleo (3-18 micrometros de diametro), onde se
processam a sintese protéica e varios dendritos, responsaveis pela recepcdo de estimulos
provenientes de outras células. O ax6nio, uma estrutura alongada, responsavel pela
retransmissdo de informacgdes, possui na sua extremidade inimeras vesiculas sindpticas que
contém neurotransmissores, as substancias que ao serem liberadas dardo continuidade ao

impulso ou efetuam a reacao final no 6rgdo ou musculo alvo. (MILLER,1984).

Imagem 8 - Neurdnios
Fonte: Universidade Estadual de Campinas, 20009.

Estima-se que o cérebro humano possua ao redor de 100 bilhdes (10*) de
neurénios (WILLIAMS et al., 1988), apesar de estudos empregando contagem estereolégica
de células demonstrarem a existéncia de um nimero um pouco menor: 86 bilhdes, 16,3% dos
quais estdo localizados no cdrtex cerebral e 69% no cerebelo; hd uma quantidade desigual de

células gliais e de neurdnios: 84,6 bilhdes de células da glia para 86,1 bilhdes de neurbnios,
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nimeros que se mantém aparentemente inalterados ao longo da vida do individuo (LARSEN
et al., 2006). A relacéo glia/neurdnios no cortex cerebral é de 3,72 (60,84 bilhdes glia, 16,34
bilhGes de neurdnios), no cerebelo 0,23 (16,04 bilhdes células da glia; 69,03 bilhdes de
neurdnios), e na substancia cinzenta do cdrtex cerebral 1,48 (a substancia branca é constituida
essencialmente de prolongamentos e fibras, e possui poucos neurdnios). A relagdo combinada
glia & neurdnios nos ganglios da base, diencéfalo e tronco cerebral é de 11,35 (AZEVEDO et
al., 2009). Como o cérebro requer uma rede estavel de neurdnios ao longo da existéncia do
individuo, admite-se que os mesmos ndo sofram divisao celular apés a maturagéo, ou ainda,
processos de divisdo que levem a multiplicagdo celular. Apesar disso, existem pelo menos
duas regides especificas do cérebro onde novos neurénios nascem continuamente durante a
vida adulta: a zona subventricular (SVZ - Subventricular Zone), uma regido limitrofe aos
ventriculos laterais, onde células recentemente formadas migram para o bulbo do nervo
olfatério através de uma via migratoria propria (Via migratoria rostral), que conecta essas
duas estruturas e a zona subgranular (SGZ — Subgranular Zone), parte do giro denteado da
formacdo hipocampal (GHASHGHAEI et al., 2007). Muitas dessas células morrem
imediatamente apds serem geradas, mas um ndmero significativo das mesmas sobrevive e se
torna funcionalmente integrada ao tecido cerebral circunjacente ao bulbo olfatério e
hipocampo.

Ainda que reconhecessem o potencial patoldgico das células da glia, anatomistas e
histologistas como Rudolf Virchow, Santiago Ramén y Cajal e Pio Del Rio-Ortega
consideravam o sistema nervoso incapaz de regenerar, e esse conceito permaneceu inalterado
até a década de 70, quando surgiram evidéncias de neurogenese p6s-natal no nicleo caudato e
nucleo accumbens de ratos (ALTMAN et al., 1970). Nas décadas seguintes, esses resultados
ndo s6 foram confirmados como também foram realizadas descobertas adicionais,
confirmando assm a existéncia de neurogénese pos-embrionaria em mamiferos roedores.
(KAPLAN, 1981). Mais recentemente, foram encontradas também evidéncias de atividade
neurogénica em neurénios do cerebelo de coelhos adultos (PONTY et al., 2008), medula
espinhal e cortex cerebral, sendo essa notavel capacidade das células neuronais, um fato bem
estabelecido na literatura atual. (GOMES-LEAL, 2009).

Apesar de todas essas evidéncias de multiplicacdo neuronal apés a infancia, as
neoplasias cerebrais oriundas de neurdnios sdo muito pouco freqiientes, e somente 1% de
todos os tumores cerebrais de adultos contém elementos neuronais. Essa classe de tumor
costuma ter um progndstico um pouco mais favoravel que aquele observado nos tumores de

linhagem glial (NAIR et al., 2004). Do ponto de vista histoldgico, essas neoplasias originadas
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a partir de neurbnios sdo agrupadas em duas classes: tumores neuronais puros —
representados por gangliocitomas (Imagem 9), doenca de Lhermitte-Duclos [gangliocitoma
cerebelar displasico], neurocitoma central e tumores neuronais mistos, ou neuronais-gliais
(ganglioglioma, ganglioglioma desmoplasico infantil, tumores neuronais disembrioblasticos
(DNETS), ganglioneuromas) (Carrasco-Gonzaléz et al., 2008). Comumente s&o tumores de
crescimento lento, acometendo lobo temporal e que se manifestam na adolescéncia através de
crises epilépticas (FRANKS et al., 1997).

Figura 9a. Figura 9b.
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Imagem 9 - Tumores neuronais:
9a.. gangliocitomas,
9b.: DNET.
Fonte: Universidade Estadual de Campinas, 20009.

1.2.2 Astrdcitos

A maior parte das células gliais localizadas no neocdrtex cerebral é constituida
por oligodendrécitos (75,6%), seguida por astrocitos (17,3%) e por microglia (6,5%)
(PELVIG et al., 2008). Admite-se que os astrdcitos (Imagem 10) superem em numero 0S
neurdnios, em uma propor¢do de 10:1, ocupando cerca de 40% do volume total do cérebro
(O’KUSKY et al., 1982). Estas células representam um grupo de células heterogéneas, mas
que podem ser identificadas histologicamente por expressar um filamento intermediario, a
proteina acida fibrilar glial (GFAP), uma proteina tipo Il IF, cujo gene estad presente no
cromossomo 17g21. A GFAP se relaciona com a resisténcia e a forma das células, além de
participar do processo de divisdo celular (TARDY et al., 1990). Ha 03 tipos de astrécitos,
similares em funcdo, mas distintos em morfologia e distribuicdo. Astrocitos
protoplasmaticos possuem prolongamentos ramificados e curtos, espessos, localizam-se em

maior nimero na substancia cinzenta; Astrocitos fibrosos, com prolongamentos longos e
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finos, predominantes na substancia branca e astrocitos radiais, residentes na retina e cerebelo
(OBERHEIM et al., 2009). Além dessas diferencas morfoldgicas e de distribuigéo territorial,
diferem também por suas propriedades fisioldgicas: potencial de membrana, condutancia ao
potéssio, transporte de glutamato, expressdo de receptores e de proteinas, e imunorreatividade
para GFAP. Em comum, possuem um importante papel na regulacdo do microambiente
quimico ao redor dos neurdnios, removendo excesso de ions — principalmente o ion potassio —
e reciclando neurotransmissores liberados durante a transmissdo sindptica. A juncdo dos
astrécitos com os capilares cerebrais representam o fundamento anatdmico da barreira
hemato-encefélica, permitindo a regulacdo do ténus da camada muscular dos vasos e
alterando o diametro do capilar cerebral, levando a vasoconstricdo ou vasodilatagéo e,
alteraracdo do fluxo sanguineo cerebral (HAWKINS, 2005). Os astrocitos sinalizam entre si
por meio da liberagdo de célcio. Sinapses elétricas (“juncbes gap”) entre as mesmas permitem
que o segundo mensageiro inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) seja difundido de um astrdcito para
outro, ativando os canais de calcio existentes em organelas intracelulares, liberando esse ion
para o citoplasma, onde estimula a producdo de mais IP3, promovendo uma “onda de célcio”
que se propaga de célula para célula, cujo resultado final serd uma resposta tissular mediada
pela Adenosina trifosfato (ATP), e conseqiente ativacdo de receptores purinérgicos,
localizados na membrana dos proprios astrocitos. (SIMARD et al., 2003). Outra caracteristica
funcional relevante dos astrdcitos é que o glicogénio (a forma de armazenamento da glicose),
maior fonte de energia utilizada pelo cérebro, estad quase que exclusivamente localizado no
interior dos astrocitos (MAGISTRETTI, 2006).

Imagem 10 - Astrocitos
Fonte: Universidade Estadual de Campinas, 20009.

As células responséveis pela origem e desenvolvimento dos astrocitomas ainda
ndo estdo perfeitamente identificadas, mas evidéncias indicam sua origem a partir de células-

tronco precursoras dos astrocitos (HOLLAND et al., 2000). Estudos realizados nas ultimas
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décadas reforcam a idéia de que os astrocitomas humanos sdo compostos por uma colecéo de
células capazes de alterar o potencial de inicio do tumor (ZAIDI et al., 2009). Somente um
determinado grupo dessas células, partilhando caracteristicas em comum e isoladas de varios
tipos de tumores s6lidos, possuem a habilidade de iniciar a formag&o dos tumores (AL-HAJJ
et al., 2003; RICCI-VITIANI et al., 2007). Essa cole¢do distinta de células é conhecida como
Células-tronco de tumores cerebrais, ou BTSC, do inglés Brain Tumor Stem Cells. Quando
implantada em cobaias, as mesmas possuem habilidade para iniciar a progressdo de tumores
cerebrais primérios (IGNATOVA et al., 2002). Alguns autores sugerem que as células BTSC
se originem a partir de mutacdes que ocorrem em células-tronco progenitoras neurais (NPSC -
Neural Progenitor Stem Cell) (SANAI et al., 2005). A origem controversa das BTSC admite
pelo menos trés teorias sobre o surgimento das mesmas: (1) mutacdes adquiridas em células
gliais maduras induziriam um comportamento de células-tronco com propriedades
patoldgicas, (2) mutacBes adquiridas em progenitores neurais, que normalmente se
diferenciam terminalmente ap6s sucessivas divisdes, levariam a um comportamento de
células-tronco com propriedades igualmente patoldgicas e (3) mutagdes adquiridas em células
NPSCs adultas, que normalmente possuem regulagGes internas de divisdo e proliferacéo,
induziriam, da mesma forma, a um comportamento de células-tronco com propriedades
tumorigénicas. (ZAIDI, 2009). Independente da origem, as celulas BTSC se distinguem das
demais por exibirem algumas propriedades tradicionais de células-tronco neurais, como
habilidade para se renovar em longos periodos de tempo, capacidade de transformacéo
multipotencial (em neurdnios, em astroglia), aléem de gerar tumores cerebrais com invaséo e
padrdo histolégico semelhante ao tumor original, quando adicionadas a ratos
imunocomprometidos (GALLI et al., 2004). Além do mais, tudo indica que as BTSC sejam
responsaveis também pelo comportamento altamente invasivo, pela resisténcia a radioterapia
e aos agentes citotoxicos utilizados no tratamento adjuvante, além da capacidade de migracéo
a longas distancias, propriedade muito encontrada na maioria dos tumores cerebrais humanos
primérios de natureza maligna (XIE et al., 2008). Como descrito acima, essas celulas
progenitoras, no cérebro adulto de mamiferos, estdo presentes em dois sitios germinativos: a
SGZ, localizada no giro denteado do hipocampo e ao longo das paredes dos ventriculos
laterais, a SVZ (JACKSON et al., 2008). Estudos demostram que células-tronco encontradas
na SVZ em adultos derivam da glia radial, as células tronco presentes no cérebro em
desenvolvimento, que séo derivadas, por sua vez, do neuroepitélio primitivo (MERKLE et al.,
2004). No mamifero desenvolvido, novos neur6nios sdo continuamente formados na camada

ependimaria (ou germinativa) localizada nas margens dos ventriculos laterais, e migram
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anteriormente para o bulbo olfatério (BO), onde se diferenciam em interneurdnios locais, pelo
que a SVZ é um reservatorio significativo de células progenitoras neurais do adulto
(MENEZES et al., 2002).

A zona ependimaria da SVZ contém pelo menos quatro tipos distintos de células:
neurdnios jovens (neuroblastos) que migram para outras regiGes do cérebro (tipo A), um tipo
especial de glia radial, células pouco ramificadas semelhantes a astrdcitos (tipo B), células
esfericas e altamente proliferativas (tipo C) e uma camada de células ependimérias, contendo
longos cilios (tipo E), que separam a SVZ da cavidade ventricular (ALVAREZ-BUYLLA et
al., 1995). Assim como as células C, os neurdnios e astrocitos existentes nesta regido também
se dividem. E possivel que a multiplicacdo celular que ocorre nas células do tipo B e C
origine as células A que, por sua vez, sdo capazes também de sofrer divisdo. Alguns trabalhos
confirmam as células B como as principais células-tronco neurais do cérebro adulto
(DOETSCH et al., 1999).

As células-tronco da SVZ representam, na verdade, uma das etapas do
desenvolvimento do neuroepitélio, evoluindo para as células radiais que sofrem diferenciacdo
em astrdcitos, embora, essa propriedade de célula-tronco permanega quiescente ou presente
apenas em uma parcela restrita de astrocitos no cérebro adulto. Além disso, células-tronco
encontradas na SVZ expressam receptores para o Fator de Crescimento Derivado de
Plaquetas (PDGF), sugerindo que a habilidade para responder a estimulos de crescimento
especificos, como o0 do PDGF, esteja relacionada a origem e ao crescimento das neoplasias,
pois a ativagdo dessas vias de sinalizacdo é reconhecidamente implicada na formacéo,
sobrevivéncia, migracéo e invasdo de tumores, inclusive dos gliomas (BROCKMANN et al.,
2003).

A descoberta de células embrionarias em sitios onde predomina a divisdo,
multiplicacdo e migracgdo celular (ZSV, SGZ) no cérebro adulto de mamiferos leva a crer que
essas células possam ser responsaveis pela génese e formagdo das neoplasias cerebrais de
origem astroglial. Mais ainda, estudos experimentais em culturas, demostram que a ativagéo
das vias PDGF/EGF confere, nessas células embrionarias, propriedades celulares
semelhantes aquelas observadas nas células dos gliomas (JACKSON et al., 2008). Além
disso, a analise celular do GBM demonstra que se trata de neoplasia heterogénea, composta
predominantemente por células pouco diferenciadas, cujo fen6tipo é similar ao encontrado em
células-tronco normais, constituido por uma fragdo menor de células embrionarias com indice

de proliferacéo reduzido, mas com alto potencial tumorigénico (ALTANER, 2008).
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1.2.3 Microglia, Neuroinflamacéo e glioblastomas

O cérebro e a medula espinhal sdo considerados 6rgdos “privilegiados” do ponto
de vista imunoldgico, pois sdo separados do resto do corpo por um endotélio especializado,
representado pela jungdo dos prolongamentos astrocitarios com o capilar cerebral, formando
uma rede conhecida como a barreira hematoencefalica, que impede o livre acesso dos
agentes agressores e macromoléculas (incluindo anticorpos) para o interior do SNC.
(LEBEDEYV et al. 2007).

A Micréglia normal (Imagem 11a.) representa 0os macrdfagos residentes, sendo a
primeira e principal forma de defesa imune do SNC (PERRY et al., 1992). S&o diferenciadas
na medula éssea, a partir de células-tronco hematopoéticas, e levadas ao cérebro, onde sofrem
novo processo de diferenciacdo até se transformarem na microglia residente. Além disso,
durante o periodo fetal e até a segunda semana de vida, é encontrada na substancia branca
subventricular a forma nascente da microglia ramificada que persiste no cérebro adulto,
chamada de “células microgliais amebdides” (do inglés Amoeboid microglial cells — AMC).
(KAUR et al.2007).

Esse tipo de macrofago representa cerca de 10% do total de células existentes no
cérebro, estando distribuidas ao longo de todo o SNC, em constante patrulha buscando
agentes externos agressores ou residuos celulares. (HARRY, 2008). Alteracdes da homeostase
cerebral levam a modificacdo fenotipica da micrdglia, a qual altera sua forma e passa a
expressar antigenos de superficie celular (RANSOHOFF et al., 2009). Em casos de lesdo do
tecido nervoso, as células microgliais perdem os prolongamentos e assumem forma
arredondada, constituindo macro6fagos com capacidade fagocitaria, chamados de células
granulo-adiposas (Imagem 11b.). Essa pronta modificacdo frente a ambiente hostil se deve
em parte a existéncia de canais de ibnicos e receptores de membrana extremamente sensiveis,
permitindo, em questdo de horas, uma reagéo celular em resposta a modificacdes do ambiente,
como ocorre na presenca de agentes agressores (virus, bactérias) (BLOCK, 2007). Quando
modifica seu estado fenotipico, a microglia é chamada de ativada, pois se torna
imunologicamente competente - positiva para classes 1 e 2 do complexo de
histocompatibilidade humana (MHC) -, iniciando atividade mitética, com funcdo de
reconhecimento antigénico, e emissdo de pseuddpodes (atividade de fagocitose), além de

realizar a apresentacdo de antigenos aos linfocitos T; esses eventos sdo idénticos aos
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observados nos macrofagos que participam de processos inflamatérios em outros locais do
organismo. A producdo de radicais livres e citotoxicidade local é uma das conseqliéncias
desse estado de ativacdo (KREUTZBERG, 1995).

Imagem 11a.

Imagem 11 — Microglia:
11a: micrdglia normal,
11b: microglia ativada.
Fonte: Universidade Estadual de Campinas, 20009.

O papel das células microgliais e dos macréfagos cerebrais na génese e
desenvolvimento de gliomas ficou relegado até que investigadores demonstraram aumento da
populagdo dessas linhagens celulares nas vizinhangas e no interior de gliomas, onde
produzem, dentre outros, o fator estimulante de colénia de macréfagos (Macrophage colony-
stimulator factor - CSF), um potente indutor da polarizacdo de macréfagos reativos, que
influenciam no crescimento da massa tumoral. Essas alteragdes levam a crer que a microglia
participe da génese dos gliomas (KOMOHARA, 2008).

Dentre os tumores cerebrais, gliomas anaplasicos e glioblastomas sdo os que
possuem a maior quantidade de macréfagos/micrdglia, representando até 30% da massa
efetiva de células (ROGGENDORF et al., 1996). A densidade da micrdglia no interior do
tumor é seguramente maior que a observada no cérebro normal, havendo relacdo da
abundancia dessas celulas com o grau de malignidade da neoplasia. A maioria da microglia
encontrada no interior de gliomas possui forma amebdide, uma forma encontrada mais
freqlientemente na substancia branca e corpo caloso no periodo perinatal, sendo
morfologicamente distinta das formas comumente encontradas no cérebro adulto (STREIT et
al., 2005; GRAEBER et al., 2002). Apesar de se encontrarem no estado ativado, as evidéncias
demonstram que as células de defesa encontradas no interior de gliomas séo disfuncionais, e

tudo indica que a eficécia de apresentacdo dos antigenos tumorais encontrados nas células dos
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GBMs seja anormalmente baixa. O papel dessas células de defesa como mediadores de
resposta imune na presenca de gliomas é, portanto, avaliado como “deficiente” (ANAN’EVA
et al., 2007), e aparentemente a microglia residente é controlada pelo préprio tumor, que se
beneficia delas para crescer e invadir o cérebro, um processo que pode ser inibido in vitro
pelo emprego da Ciclosporina A (MARKOVIC et al., 2007). Tudo indica que, apesar da
microglia / macréfago cerebral representarem significativa parcela de células imunes no
interior dos gliomas, estas atuem por um mecanismo regulatdrio inerente e favordvel ao
tumor, onde uma répida expansdo das células T é evitada, afetando negativamente a resposta
imunolégica adaptativa inata esperada frente a uma neoplasia de potencial antigénico, como é
o0 caso dos gliomas malignos. Além disso, dentre os gliomas de baixo potencial proliferativo
(difusos, grau Il OMS), a variante gemistocitica (Imagem 12) costuma possuir
comportamento muito agressivo, levando a um progndstico surpreendentemente desfavoravel
para aqueles portadores dessa classe de tumor. Um dos fatores que explicam essa inesperada
agressividade reside na presenca elevada de mutagdes p53 encontrada nessa variante, quando
comparada com os demais astrocitomas (KOSEL et al., 2001). Entretanto, foi constatado que
0s astrocitomas gemistociticos possuem ainda um nimero anormalmente elevado de células
microgliais em seu interior (GERANMAYEH et al., 2007), tendo sido demonstrado in vitro
que uma das fungBes das células microgliais, que € a de apresentar os antigenos extraidos de
uma linhagem cultivada de glioma, estdo severamente comprometidas também nessa variante
de glioma. Em concluso, as células microgliais constituem uma rede de células endégenas
imunocompetentes em constante atividade, cuja funcdo primordial é proteger e defender o
SNC de agressdes. Entretanto, as evidéncias indicam que, frente a uma neoplasia astrocitaria
maligna, essa funcdo primordial esteja severamente comprometida, e que essas células, ao
contrério, possam até beneficiar o crescimento e a perpetuagdo da neoplasia, por ndo combater
sua presenca e, por outro lado, favorecer o tumor, por facilitar alguns processos de expanséo,
como o crescimento da massa e a invasdo do tumor no interior do tecido afetado (FLUGEL et
al., 1999). A manutencdo da homeostase de oxigénio é critica para a sobrevivéncia da célula.
Por outro lado, a hipdxia é uma condi¢cdo comumente encontrada nos tecidos cancerosos,
consequéncia do rapido crescimento do tumor, acompanhada por angiogénese inadequada,
onde vasos sanglineos estruturalmente aberrantes se formam continuadamente. Tais vasos
neoformados, apresentam endotélio defeituoso, com alteracdo de didmetro e permeabilidade
capilar, e o fluxo sangiiineo no céncer em crescimento acelerado acaba por se tornar
deficitario para suprir as necessidades do proprio tumor, sendo a formacdo de edema e

necrose, a regra. A neoformacéo vascular aberrante com padrdo glomeruldide e necrose do
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tipo “pseudopalicada” sdo caracteristicas histoldgicas tipicas do glioblastoma multiforme
(MURAT et al., 2009).

A existéncia de hipoxia/necrose tissular ativa o sistema imune residente
(microglia), recrutando esses macro6fagos para a area hipoxica, onde passam a exercer efeito
promotor da proliferacdo celular através da expressdo de genes com propriedades
mitogénicas, angiogénicas e de migragdo/invasdo, tais como VEGF, Fator de Crescimento
Epidérmico (EGF) e Fator de Crescimento do Hepatdcito (HGF). Isso explica o fato de que
0 mais comum gene amplificado nos GBMs é o Receptor do Fator de Crescimento Epitelial
(EGFR), que se encontra amplificado em cerca de um tergo dos casos (FULLER et al., 1992).
A presenca da hipdxia é considerada como fator que implica em maior agressividade tumoral
e é visto como prognostico adverso em muitas neoplasias malignas, devido seu papel como
fator de selecdo de células neoplésicas de maior malignidade e resisténcia a terapéuticas
(FLYNN et al., 2008).

A invaséo de células tumorais no tecido cerebral constitui outra caracteristica dos
gliomas difusos Il-1V (OMS), e contribui de forma significativa para encurtar a sobrevivéncia
observada nesses pacientes. Proteases secretadas por células cancerigenas degradam a matriz
celular, permitindo que células neoplasicas se infiltrem e se espalhem por difusdo no interior
do tecido cerebral afetado. Possivelmente as células neoplasicas invasoras desencadeiam

fendmenos imunes que levam a ativagdo da microglia (DEMUTH et al., 2004).

Imagem 12 - Astrocitoma gemistocitico
Fonte: Universidade Estadual de Campinas, 20009.
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1.3 CITOGENETICA DOS GLIOBLASTOMAS

1.3.1 Subtipos de glioblastomas

Baseados nas alteragbes moleculares e génicas ha dois subtipos distintos de
GBMs, que afetam pacientes de diferentes idades e se desenvolvem a partir de diferentes vias
genéticas (Esquema 1). Na maioria dos casos (90%) sdo GBMs que se desenvolvem
rapidamente de novo (primarios), na auséncia de evidéncia clinica de lesdo precursora com
menor grau de malignidade. Esse grupo costuma afetar pacientes de maior idade (60-70 anos)
e sdo geneticamente caracterizados pela perda da heterozigosidade do brago congo do
cromossomo 10 (10q) (70% dos casos) e amplificagdo do EGFR (36%), enquanto que 0s
GBMS secundarios se desenvolvem pela progressdo de um astrocitoma difuso de baixo grau
ou do astrocitoma anaplésico, e costuma se manifestar em pacientes mais jovens (40-50 anos),
sendo que a alteragdo genética mais frequiente e precoce é a mutacéo no gene TP53, presente
em até 60% dos pacientes portando a lesdo precursora. Durante a progressdo, mutacoes
adicionais ocorrem, sendo a mais significativa — da mesma forma que acontece nos GBMs
primérios — a perda da heterozigosidade do cromossomo 10q (63%), que se constitui, desse

modo, a mais freqtiente alteracdo génica observada nos GBMs (OHGAKI et al., 2007).



Célula-tronco progenitora neural (NPSC)

GLIOBLASTOMA PRIMARIO
LOH 10q (70%)

amplificacdo EGRF(36%)

mutacdo Tp53 (28%)

GRAU IV (OMS)

ASTROCITOMA DE BAIXO GRAU
mutacdo Tp53 (59%)

GRAU Il (OMS)

ASTROCITOMA ANAPLASICO
mutacédo Tp53 (53%)

GRAU Il (OMS)

GLIOBLASTOMA SECUNDARIO

LOH 10q (63%)

amplificacdo EGRF(8%)

mutacéo Tp53 (65%)

GRAU IV (OMS)

Esquema 1- vias genéticas dos subtipos moleculares de GBMs

Esquema 1- Vias genéticas para origem de GBMs primarios (de novo) e secundarios

Fonte: Ohgaki e Kleihues, 2007.
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1.3.2 Alterac0es de genes localizados no cromossomo 10

Como observado acima, a alteracdo génica mais frequente encontrada nos GBMs
é a perda da heterozigosidade (LOH) em 10g25-qter sendo que a freqiiéncia dessa alteracéo é
similar em ambos o0s subtipos: 70% nos primarios e em 63% nos secundarios (WARE et al.,
2003; PERSHOUSE et al., 1993). Em contraste, LOH em 10p e perda completa do
cromossomo 10 ocorre quase que exclusivamente nos GBMs primarios (NAKAMURA et al.,
2001). Dentre os genes localizados no cromossoma 10, inclui-se a ALOX5 (Arachidonate 5-
Lipoxygenase), enzima responsavel pela transformacdo de &cidos graxos essenciais em
leucotrienos. Esses possuem importante papel na resposta inflamatoria, alem de facilitarem o
desenvolvimento e manutencdo de células-tronco cancerigenas. Outro gene localizado no
cromossoma 10 que possui relevincia na fisiopatologia dos gliomas cerebrais é o
phosphatase and tensin homolog (PTEN), um gene supressor que atua como regulador do
ciclo celular, por meio da agdo de uma proteina fosfatase, cuja funcédo € evitar que as células
crescam e sofram divisdo de forma rdpida e precipitada. A mutacdo desse gene é reconhecida
em uma grande variedade de neoplasias, incluindo neoplasias de prostata, cancer de células

renais, meningiomas malignos e nos prdprios gliomas (STECK et al., 1997).

1.3.3 Gene tp53 e gliomas

Conhecido como “o guardido do genoma”, o gene Tumor supressor protein,
cellular tumor antigen p53 (T(S)P53) é definitivamente o gene mais significativo no que
concerne ao surgimento de tumores sélidos no organismo sadio. Em humanos, se localiza no
braco curto do cromossomo 17 (17p13.1) e é responsavel por codificar uma proteina (p53) de
393 aminoécidos com sete dominios. Um desses dominios (DBD, nimero 4) contém um
atomo de Zinco e varios aminodcidos arginina. As mutacdes que desativam a p53 usualmente
ocorrem nesse sitio, destruindo a habilidade da proteina de se ligar aos seus alvos nas
seqiiéncias de DNA, fazendo com que deixe de ocorrer ativagao transcripcional desses genes.
Moléculas p53 portadoras dessa mutacdo tém um efeito dominante negativo sobre algumas de
suas fungdes. O principal efeito negativo é a inativagdo permanente das proteinas de reparo do

DNA, fazendo com que o ciclo celular siga adiante mesmo na presenca de um DNA
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defeituoso (deixa de ocorrer o reparo obrigatério do DNA nos pontos de regulacdo, como a
fase G1/S); adicionalmente, deixa de ocorrer o sinal necessario para ativar os fenémenos
necessarios a apoptose. Como resultado, a supressao da divisdo de uma célula defeituosa é
interrompida, permitindo, dessa forma, que ocorra multiplicagdo indefinida e desordenada de
células aberrantes no tecido afetado (ROYDS et al., 2006). MutacBes Tp53 sdo encontradas
em cerca de 30% dos GBMs primérios, e em 89% dos precursores do GBM, enquanto ainda
séo gliomas difusos de baixo grau, sendo a alteragdo génica mais precoce e freqiiente nesse
subtipo (WATANABE et al., 1997).

As mutagbes TP53 associadas com a formagdo dos GBMs se relacionam com uma
disfuncdo do teldmero. O substrato molecular dessa disfuncéo telomérica é a ocorréncia de
um dano (erosdo) no teldmero, resultante de sucessivas divisdes, sem que ocorram 0S
fendmenos de reparo de DNA, acima descritos. A telomerase é uma enzima (transcriptase
reversa) presente em células embrionarias e tumores que possui a sua propria molécula de
RNA, que é empregada como molde para o material génico ali existente, permitindo
alongamento dos teldmeros logo apds cada ciclo de replicacdo celular e é responsavel por
adicionar seqléncias especificas de DNA nas regides do teléomero, encontradas nas
extremidades dos cromossomos eucariéticos. Os teldmeros contém material génico (DNA)
condensado, e fornecem estabilidade estrutural aos cromossomos. Em cada divisao celular, os
teldomeros séo ligeiramente encurtados levando, com o passar de sucessivos ciclos de divisao,
a uma perda génica significativa e finalmente incapacidade da célula se dividir; esses eventos
estdo relacionados tanto com o envelhecimento quanto com o surgimento do cancer
(OLOVNIKOV, 1973; BLACKBURN, 1990). Logo, estd bem estabelecido que a perda da
funcdo somatica desse gene permite o desenvolvimento de inimeras neoplasias epiteliais
malignas, como o cancer de mama, neoplasias coloretais e o proprio GBM, além da Sindrome
de Li-Fraumeni (SLF), uma desordem autossomica dominante causada por mutagdes no gene
TP53, a qual favorece o surgimento precoce do céncer em individuos portadores dessa
anormalidade. O espectro de neoplasias associadas a essa sindrome é bem distinto daquele
observado em pessoas portadoras de mutagdes somaticas do TP53. Desse modo, ao invés de
neoplasias malignas de natureza epitelial, os portadores da SLF sédo acometidos por tumores

raros, Como sarcomas, carcinomas adrenocorticais e leucemias (LI; FRAUMENI, 1969).
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1.3.4 Gene c-Myc

Cell myelocytomatosis (C- MYC ou MYC) é um gene implicado na regulacdo de
varias atividades biolégicas, como crescimento e divisdo celular, progressdo do ciclo celular;
metabolismo, apoptose e perda da diferenciagdo. De modo semelhante, esté relacionado com a
proliferacdo e sobrevivéncia daquelas células tronco dos gliomas que possuem potencial
tumorigénico (WANG et al., 2008). Como esperado para um gene que participa de multiplos
canais regulatorios, alteracdes na expressdo do gene MYC, resultam em iniimeras desordens
no programa celular, como instabilidade genémica, descontrole da proliferacéo celular, escape
de vigilancia imune e imortalizacdo (Esquema 2), o0 que torna este gene associado a uma
ampla variedade de malignidades hematoldgicas e tumores solidos, incluindo os canceres de
estdbmago, colon, carcinoma de pulméo, osteosarcomas, melanomas e o proprio GBM, sendo
implicado em mais de 80% dos canceres humano e uma variedade de neoplasias animais (MO
et al., 2006).
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Esquema 2 - Representacdo dos diferentes processos celulares controlados pelo gene
MYC.
Fonte: Vita et al., 2006.
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O gene MYC faz parte da familia de oncoproteinas MYC, constituida pelos
seguintes genes: N-MYC e L-MYC, também amplificados em muitas neoplasias humanas (N-
MY C nos neuroblastomas e L-MYC nos carcinomas do pulm&o), além dos genes B-MYC e S-
MYC, identificados somente em roedores, diferindo dos genes MYC, N-MYC e L-MYC, uma
vez que ndo participam de nenhum tipo conhecido de carcinogénese. O conjunto desses cinco
genes € denominado genericamente como familia de oncogenes MYC (EILERS, 1999). O
gene MYC se localiza no brago longo do cromossomo 8924, estendendo-se por 5359 pares de
bases nucleotidicas, e é estruturalmente constituido por trés éxons e quatro regides promotoras
que codificam trés diferentes isoformas de fosfoproteinas nucleares altamente conservadas e
com a propriedade de interagir diretamente com o0 DNA: MYC-1, MYC-2 e MYC-3, também
conhecidas por p64, p67 e MYC-S, respectivamente (Esquema 3). Essas trés isoformas séo

expressas em quantidades varigveis de acordo com o tecido avaliado (SPOTTS et al., 1997).
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Esquema 3 - Representacédo da estrutura do gene MYC.
Fonte: Ryan e Birnie (1997).

A transcricdo do gene é iniciada nas regides promotoras P1 e P2, que contribuem
com 75-90% e 10-25%, respectivamente, da transcricdo do mRNA das proteinas MYC. O
promotor P3, posterior aos promotores P1 e P2, contribui somente com 5% da transcri¢édo do
mRNA e com similar atividade, mas somente presente no gene MYC humano, 0 quarto
promotor PO localizado em torno de 550-650 pb acima dos promotores P1 e P2, ainda ndo tem
um significado conhecido (KERPPOLA et al., 1988).

A proteina codificada pelo proto-oncogene MYC é um fator de transcri¢do
envolvido na ativagdo de diversos genes. Esta proteina apresenta estrutura comum aos fatores
de transcricdo, sendo composto pelo dominio de transativacdo N-terminal (TAD), necessario
para a ativagdo transcricional da proteina, que contém as regibes denominadas MYC boxes
MBI e MBII e duas sequéncias de localizagdo nuclear (NLS), responsaveis pela entrada da
proteina no ndcleo logo apds sua traducdo. Sua estrutura também compreende uma regido
central e uma regido C-terminal (CTD), esta Ultima contém trés importantes dominios
estruturais, o motivo ziper de leucina (LZ), o motivo helix-loop-helix (HLH), e uma regido

rica em amino&cidos do tipo basico (b) (Esquema 4) (RYAN et al., 1997).



45

NTD Regido central CTD

355 368 f'j;

4563 129143 320 328 410439  Aminodcido,ix

2uUs

NH, —] __ COOH
MBI MBII NLS ib HLH LZ:
«——TAD ——» ' -
Proteina
MAX

Esquema 4 - Representacédo do fator de transcrigdo MYC.
Fonte: Latchman (1997).

Outro fator de transcrigcdo reconhecido como essencial para a atividade exercida
pela MYC ¢ a proteina Max (Esquema 5). Esta proteina, quando dimerizada com MYC, ativa
0 processo de transcricdo e promove a proliferacdo celular. Dependendo do equilibrio dessas
proteinas, a transcricao de genes alvos envolvidos na proliferacdo celular € ativada ou inibida
(WAGNER et al., 1992). A proteina MYC também interage com outras proteinas celulares,
porém sdo incapazes de formar homodimeros. A dimerizacdo do complexo MYC/Max é
viabilizada pelas sequéncias conservadas presentes na regido C-terminal de ambas as
proteinas (b-HLH-LZ), em ligacbes especificas com DNA que contenha a seqléncia
CACGTG denominada elemento E-box, encontrada na regido promotora dos genes
(ADHIKARY et al., 1999). A proteina Max, ao contrario de MYC, é expressa
constitutivamente e também forma heterodimeros com outras proteinas que possuem 0sS
dominios estruturais b-HLH-LZ, como é o caso das proteinas da familia Mad e Mxil, além de
formar homodimeros consigo mesma. Os complexos Max/Mad, Max/Mxil e Max/Max
formam-se do mesmo modo como o complexo MYC/Max, entretanto atuam como repressor
transcricional da proliferacdo celular mediada pelo proto-oncogene MYC (Esquema 5)
(GRANDORI et al., 2001).
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MXI1

MYC MAD

Esquema 5 - Modelo da interacdo da molécula Max com outras proteinas
Fonte: Calcagno et al. (2008b).

A expressdo de MYC é estritamente regulada por sinais externos, como fatores de
crescimento e componentes da matriz extracelular além de sinais internos do controle do ciclo

celular. Células diferenciadas e quiescentes normalmente expressam baixos niveis de MYC,

favorecendo a formagdo de homodimeros de Max e conseqlientemente repressao

transcricional. Por outro lado, em resposta a estimulos de crescimento celular, a expresséo de

MY C é rapidamente elevada, e conduz a formacéo de heterodimeros MYC/Max. Por analogia,

a queda do nivel de expressdo de MYC volta a inibir o estagio de crescimento (CIEMERYCH
et al., 2002).

O proto-oncogene MYC pode induzir a malignidade celular por diferentes
mecanismos, incluindo: amplificagdo génica, translocagcdo cromossomica e mutagdes. Estas
alteragbes desregulam a expressdo do gene, e levam a proliferacdo celular descontrolada,
como a exemplo do que ocorre nas células leucémicas da linhagem HL60 apresentam como
marcador genético a amplificacdo do proto-oncogene MYC em seu genoma (SPENCER et al.,
1991). O esforgo no desenvolvimento de fA&rmacos ou o isolamento de produtos naturais com
atuacéo sobre o MYC, buscando eliminar ou reduzir a amplificagcdo do proto-oncogene MYC
podera ser de muita utilidade no tratamento de pacientes com céncer, incluindo aqueles de

linhagem glial, como é o caso dos astrocitomas (BURBANO et al., 2008a).

1.3.5 Gene myc e glioblastomas

A amplificagdo do gene MYC pode ser encontrada em muitas neoplasias

malignas, onde uma expressdo descontrolada de muitos genes leva a proliferagéo celular e
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formacdo do céncer. Ao contrério, a ativagdo do MYC resulta em numerosos efeitos
bioldgicos, como a capacidade de dirigir adequadamente a proliferagéo celular, a regulagéo do
crescimento das células, apoptose e diferenciacéo de células-tronco, motivo pelo qual o MYC
é reconhecido como um forte proto-oncogene. As principais células formadoras dos GBMs
costumam expressar o gene MYC amplificado em até 40% dos casos (FULLER et al., 1992),
e essa amplificacdo génica tem sido relacionada com a progressédo e modificagdo do grau de
malignidade nos gliomas, por afetar primariamente as células precursoras dos gliomas
(BTSC) (COLLINS, 1995). Essa linhagem de celulas expressa um nivel elevado do gene
MYC (amplificado). Nas neoplasias, o papel do gene MYC &, além de regular a proliferacdo

das células, atuar também na sobrevivéncia das células BTSC (HERMS et al., 1999).

1.4 PRODUTOS NATURAIS COM POTENCIAL ANTINEOPLASICO

A utilizacdo de produtos naturais, obtidos principalmente de plantas e fungos, para
tratamento, cura e prevengdo de doencas, € uma das mais antigas formas de pratica medicinal,
e a sua utilizacdo, inclusive no cancer, se relaciona a influéncia significativa sobre os aspectos
socio-econdmicos e culturais das sociedades contemporaneas (LINS et al., 2009). Segundo
dados da OMS, 80 % da populacdo mundial dependem da medicina de produtos naturais, seja
para suprir a auséncia de uma politica publica de salde ou pela prépria cultura de
determinados povos no uso desses produtos (KINGSTON et al., 2005). O Brasil, com sua
abundante biodiversidade, principalmente pela enorme diversidade boténica encontrada nas
Regides Norte e Nordeste, onde a peculiar diversidade cultural ali encontrada permite o
conhecimento de produtos naturais utilizados pela populagdo como “remédios” na profilaxia,
tratamento e cura de diferentes tipos de sintomas e enfermidades, constitui-se importante
fonte para investigacdo de produtos oriundos da natureza com possivel acdo terapéutica
(YOUNES et al., 2007). Um programa de pesquisa multidisciplinar envolvendo o
conhecimento da medicina popular aliado aos modernos ensaios tecnoldgicos e quimicos,
com a intencdo de isolar novos principios bioativos derivados de produtos naturais,
principalmente de fungos e plantas pode ser factivel e de til aplicabilidade terapéutica, e
importancia da identificagdo, extracdo ou sintese de novos principios ativos oriundos de

fungos que possam vir a ser pesquisados e estudados como futura fonte medicamentosa no
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tratamento e cura de patologias, torna-se evidente diante da perspectiva de sua aplicagdo
terapéutica, pois ao lado da cirurgia e da radioterapia, a quimioterapia ainda continua sendo
uma das principais formas de tratamento de determinados tipos de tumores malignos
(BALBANI et al., 2009). Drogas anticancerigenas atualmente utilizadas sdo bastante toxicas e
pouco especificas, sendo que a quimioterapia convencional é limitada pelo desenvolvimento
de resisténcia do tumor a droga e pela dificuldade do enfermo em suportar os efeitos adversos
gerados pela toxicidade sisttmica. Uma nova forma de terapia contra o cancer potencialmente
menos toxica, envolvendo o uso de agentes naturais, por via de modificacdo do estado de
diferenciacdo e crescimento de células cancerigenas tem sido desenvolvido
(LESZCZYNIECKA et al., 2001), tornando esses recursos naturais renovaveis encontrados
em plantas, e certas cepas de fungos, fontes extremamente importantes no combate ao cancer
e outras doencgas (WALL et al., 1996).

A Inducdo de diferenciacdo como estratégia terapéutica pode ter um poderoso
impacto em malignidades hematopoiéticas, principalmente em leucemias, uma vez que a
deficiéncia das celulas leucémicas em sofrerem diferenciacdo representa um exemplo
protdtipo de maturacdo desregulada como a caracteristica fundamental de transformacéo
neoplasica. A observacdo de que certas drogas podem restaurar o programa de diferenciacdo
normal dessas células representa o primeiro exemplo de diferenciagdo como estratégia
terapéutica. Esses novos compostos capazes de induzir a diferenciacdo celular sdo
considerados agentes candidatos para a prevencdo e/ou tratamento de cancer (LUYENGI et
al., 1996).

Estima-se que 61% dos medicamentos disponiveis na terapéutica atual foram
desenvolvidas direta ou indiretamente a partir de fontes naturais. Dentre as substancias
isoladas destas fontes, encontramos os chamados metabdlitos secundarios, uma classe
quimica que se destaca pelo grande potencial farmacolégico. Estes produtos dividem-se em
diversas classes estruturais: terpenos, lignanas, taninos, lactonas, esterdides, chalconas,
flavonas, flavanonas, alcaldides e quinonas, dentre outros. Muitos desses produtos
constituem modelos para o desenvolvimento de medicamentos sintéticos, tais como 0s

farmacos anticancer atualmente em uso (DENNIS et al., 2009).
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1.4.1 Metabolitos isolados de fungos

Os fungos estdo entre o segundo maior grupo de espécies encontrados na
natureza, apresentam grande diversidade de habitat, podem ser encontrado em ambientes
terrestres e aquaticos, possuindo tanto fungdo benéfica quanto patoldgica. Ha cerca de 1,5
milhGes de espécies de fungos no planeta, mas somente cerca de 100 mil espécies foram
estudadas e identificadas (HAWKSWORTH, 1997).

Metabdlitos secundarios, derivados de modificacdo quimica de produtos de
microorganismos, representam potencial fonte de combinagfes quimicas com atividade
bioldgica (DONADIO et al., 2002).

Importantes farmacos de uso clinico em varias patologias foram obtidos de
fungos. Dentre os medicamentos de maior repercussdo terapéutica para doengas infecciosas
destacam-se os antibidticos penicilinas e cefalosporinas, e muitas substancias com outras
atividades farmacoldgicas também tem sido produzidas a partir de metabdlitos fungicos, mas
a descoberta da utilizacdo de metabolitos fungicos como real fonte medicamentosa somente se
desenvolveu em finais dos anos 20, com o reconhecimento das propriedades antibacterianas
da penicilina. Esta classe terapéutica representou significativo avango na medicina e deveu-se
a Alexander Fleming que, detectou a inibigdo do crescimento de placas de cultura semeadas
com coldnias de estafilococos contaminadas com fungos, posteriormente identificado como
pertencente ao género Penicillium, do qual foi isolada a penicilina, responsavel direta pela
atividade bactericida dos fungos contaminantes. Anos apds os resultados com a penicilina,
outras classes de antibidticos, igualmente isolados de metabolitos oriundos de fungos,
passaram a ser estudados, com larga utilidade no combate a agentes infecciosos de origem
bacteriana (DEMAIN, 1999).

Metabolitos obtidos de cepas de fungos tém sido testados com sucesso em cancer
de mama (HO et al., 2005), e dezenas de medicamentos obtidos de metabélitos fungicos,
destinados aos mais variados tipos de patologias, estdo disponiveis nos mercados
farmacéuticos do mundo inteiro. Os principais géneros e espécies de fungos estudados e
utilizados como fontes na producéo de medicamentos pelas inddstrias quimico-farmacéuticas,
principalmente no tratamento de infec¢des causadas por bactérias e alguns tipos de canceres
séo os Aspergillus (moniliaceae), Penicillium, Aphillophorales, Estreptomices, Ascomycota
e Pisolithus (TING et al., 2008). Dentre os inUmeros agentes quimioterapicos de origem

natural extraidas de fungos sdo empregados no tratamento de céanceres, destacam-se as
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Antracilclinas, Bleomicinas, Actinomicinas e Mitomicinas (KIDD, 2000). Esses compostos
naturais, com atividade antineoplasica ou citotoxica, exercem seus efeitos farmacol6gicos
inibindo a proliferacdo celular cancerigena, parando e inibindo o crescimento tumoral através
de diferentes mecanismos de acéo. Esses mecanismos envolvem interferéncia da formagéo do
citoesqueleto, prevencdo da replicacdo do DNA ou induzindo diferenciagdo das células
cancerigenas (SETZER et al., 2003).

1.4.2 Género Pisolithus e Pisosterol

\

O g@énero Pisolithus pertence a classe dos fungos Basidiomycetes, familia
Sclerodermataceae. S&o fungos ectomicorrizicos representados por algumas espécies, sendo
que dessas poucas se apresentaram como fonte na produgdo de medicamento, ndo somente no
tratamento do céncer, mas também de outras patologias principalmente na infeccdo por
bactérias. Os fungos ectomicorrizicos ocorrem em um grupo restrito de plantas
(aproximadamente 5%), sendo economicamente importantes para o setor florestal, por
apresentarem uma associagdo mutualistica entre hifas fungicas e raizes de plantas a quais
ambos 0s organismos obtém nutrientes (MARTIN et al., 1999). Esses fungos, além de
melhorar a eficiéncia de absorcéo de alguns nutrientes, podem proporcionar um significativo
aumento da tolerancia a acidez, toxicidade por metais pesados, temperaturas elevadas do solo,
aumento expressivo na resisténcia contra afecgbes do sistema radicular e defesa contra
invasores microbianos. Desse modo, espera-se que as plantas hospedeiras apresentem uma
condi¢do nutricional mais favoravel ao seu estabelecimento, desenvolvimento e produgéo
(KOPE etal., 1991.

A espécie de fungo Pisolithus tinctorius (Fotografia 1) € comumente encontrada
na natureza, em simbiose com muitas espécies de arvores de pinheiros e eucaliptos. Essa
associacdo € essencial para a planta hospedeira em condicbes de deficiéncias hidricas e
nutricionais, pois melhora a absorgéo e o transporte de agua e nutrientes do solo para as raizes
da planta. Esse fungo € de importante interesse econdmico por habilitar criacbes arborizadas
artificiais (BINDER et al., 2006).
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Fotografia 1 - Fungo Pisolithus tinctorius
Fonte: Montenegro, 2004.

As substancias denominadas Pisolitina A e Pisolitina B, dois compostos
antibiéticos, foram os primeiros isolados quimicos de basidiocarpos do fungo P. tinctorius
(KOPE et al., 1991). Tais substancias séo capazes, em ensaios laboratoriais, de inibir e
impedir a germinagéo de determinados esporos da Truncatella hartigii, presentes em algumas
plantas. Dentre os principais fito e dermatopatdgenos que tiveram o seu crescimento inibidos,
temos os Phytophora sp, Verticillium dahliare, Pyrenochaeta terrestris, Microsporum
gypseum e Trichpyton equinum (BAUMERT et al., 1997). Estudos adicionais com isolados de
P. tinctorius conduziram a descoberta de seus principais metabdlitos secundarios, 0s quais
foram caracterizados como triterpenos lanostanos (substancias quimicas que apresentam em
sua estrutura o grupamento terpeno) e os derivados do &cido tritalenoides pulvinicos
(HARALAMPIDIS, 2002). Os terpenos formam uma diversificada familia de substancias
naturais, e sdo hidrocarbonetos compostos apenas por carbono e hidrogénio, produzidos por
uma grande variedade de plantas, em particular coniferas do género Pinus (pinheiros, abetos,
chamaciparis, sequoias, cedros, ciprestes e araucarias) e alguns insetos, como térmitas
(cupins) e borboletas. (LI et al., 2009). Os terpenos séo 0s principais componentes das resinas
e de seus derivados, constituindo-se como a principal matéria-prima de praticamente toda
criatura viva, originando diversos compostos essenciais, como vitaminas, colesterol e
hormdnios esterdides e quando modificados quimicamente, por oxidagdo ou rearranjo do
esqueleto carbonado, os compostos resultantes sdo conhecidos como terpendides (ABE,
2007). Alguns terpenos séo precursores de vitaminas (A, K, E), e outros fazem parte da
clorofila e carotendides e grande parte de azeites aromaticos, como mentol e glicerol, sendo
encontrados em sementes, flores, folhas, raizes e madeiras de plantas superiores, assim como

em musgos, algas e liquens. Inicialmente pensava-se que seu precursor fosse o isopreno, no
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entanto, estudos posteriores demonstraram que a real origem dos terpenos é o &cido
mevalonico, que, por sua vez, provem da acetil coenzima A. Esse acido organico é o
precursor de uma importante via biossintética, conhecida como Via do mevalonato, a qual
produz, dentre outros, os terpenos e os esterdides. Pela pretensa origem no composto
isopreno, a classificagdo dos terpenos ainda leva em consideragdo o nimero de cadeias de
isopreno presentes no composto (KUZUYAMA, 2009). A importancia dos terpendides como
constituintes priméarios dos 6leos essenciais encontrados em Varios tipos de plantas e flores
tem sido ressaltada por inumeras fontes, considerando as inumeras utilidades desses
compostos na vida moderna, como 0 emprego em aditivos para alimentos, fragrancias em
perfumaria e medicina. Os terpenos séo produzidos e liberados com maior intensidade pelas
arvores em condicOes de clima quente, atuando como indutores naturais de precipitacdo
(chuva) (ADAM, 2008).

Evidéncias demonstrando atividade inibitéria de alguns triterpenos sobre virus
(IKEDA et al., 2005; MAYAUX, 2008) levaram alguns pesquisadores brasileiros a investigar
esses compostos. Logo, uma série de triterpenos conhecidos associados a um novo triterpeno
lanostano, até entdo inédito, denominado de Pisosterol (nome quimico é 3(3,22,23-triidroxi-
22-acetoxi-24-metil-lanosta-8,24(28)-dieno-31-al), foram isolados do fungo Pisolithus
tinctorius, coletado de uma plantacdo de Eucalyptus (ZAMUNER et al., 2005). Ensaios
microbioldgicos subsequentes demonstraram atividade microbicida do extrato bruto do P.
tinctorius contra a cepa de Bacilus subtilis. Apés diversos fracionamentos bioguiados desse
extrato, verificou-se, entre outros, a presenca de uma substancia quimica, identificada como
3p,22,23-triidroxi-22-acetoxi-24-metil-lanosta-8,24(28)-dieno, Pisosterol (GILL et al., 1989).
Estes lanostandides possuem grande variedade de propriedades bioldgicas, incluindo
atividade citotoxica e antitumoral em determinados tipos de células neoplasicas (LI, 2005),
especialmente em linhagens celulares de melanomas leucemias. As células leucémicas HL60
em cultivo, quando tratadas com Pisosterol, apresentam diferenciacéo celular em mondcitos
(MONTENEGRO et al., 2007).



Esquema 6 - Estrutura Quimica do Pisosterol
Fonte: Montenegro et al., 2004.
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2 PERGUNTA EXPERIMENTAL

Os resultados limitados das terapéuticas disponiveis atualmente no manejo das
neoplasias gliais estimulam continuamente a procura de novos agentes terapéuticos para o
combate do céncer cerebral. O comportamento biolégico de tais neoplasias, manifestado
através de elevadas taxas de recidiva em curto periodo de tempo ap6s a manifestacdo inicial,
advém principalmente do carater infiltrativo, da desenfreada cinética de proliferacéo celular e
do fendmeno de resisténcia celular comumente observado frente aos agentes quimioterapicos
disponiveis. Isso torna os resultados do tratamento de gliomas malignos frustrantes em se
tratando de cura ou mesmo controle ao longo do tempo.

Levando-se em conta o0s aspectos citogenéticos, onde se confirma a existéncia do gene
c-MYC amplificado em até 40% dos casos dos gliomas (FULLER et al., 1992), assim como
comprovada influéncia da substancia Pisosterol como inibidor in vitro de agentes biol6gicos
e de células neoplasicas leucémicas (MONTENEGRO et al., 2007), indaga-se, no presente
estudo, sobre o efeito do Pisosterol sobre o gene c-Myc presente nas células neoplésicas de
gliomas malignos: “Pisosterol possui atividade sobre a expresséo aumentada do gene c-
Myc em gliomas malignos ? “ Buscando responder o questionamento, realizou-se trabalho
conjunto entre o Servico de Neurocirurgia Oncoldgica do Hospital Ophir Loyola e o
Laboratorio de Citogenética Humana da Universidade Federal do Para, onde a coleta de
amostras tumorais oriundas de pacientes submetidos a tratamento cirrgico para extirpagdo da
neoplasia naquela instituicdo, era encaminhada para cultivo da amostra no Laboratério da

UFPA, local da realizagdo do experimento.
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3 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética e referendado pelo Servigo de
Neurocirurgia do Hospital Ophir Loyola. Pacientes, familiares e responsaveis envolvidos
foram esclarecidos quanto aos procedimentos de fornecimento da amostra para analise
histopatolégica de rotina e para cultivo em laboratério como finalidade de pesquisa cientifica,
bem como dos objetivos da presente pesquisa, tendo sido realizado registro formal com o

consentimento dos mesmos (anexo ).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Analisar, comparativamente, o efeito do Pisosterol sobre a proliferacéo de células
em linhagem U343 e em amostra cultivada de Glioblastoma Multiforme Humano, portadora

de amplificacdo do proto-oncogene MYC.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar, por Hibridac&o in situ Fluorescente (FISH) o nimero de alelos do
proto-oncogene MYC, nas células das linhagens de glioma das amostras em
estudo;

b) Investigar, por Hibridacéo in situ Fluorescente, a possivel reducdo do nimero
de alelos do proto-oncogente MYC, ap6s tratamento com diferentes
concentracgdes de Pisosterol nas amostras;

c) Comparar as anormalidades cromossomicas encontradas na passagem celular
das linhagens de glioma estudadas com as alteragdes descritas na literatura para
este tipo histoldgico de tumor;

d) Determinar a citotoxicidade, através do calculo do indice mitético, das
diferentes concentragdes de Pisosterol utilizadas no tratamento das células das

linhagens de glioma.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 CASO CLINICO

U.S. 40 anos, masculino, em dezembro de 2005 sofreu episédio convulsivo tipo
generalizado com abalos motores tdnicos e clénicos. Alguns dias depois, manifestou cefaléia
persistente, confusdo mental, e alguns episodios de vomitos sem relagdo com alimentos.
Investigado com exame de TC do cranio, que demonstrou a existéncia de processo expansivo
localizado em regido temporal direita. O exame de Ressonancia magnética aumentou a
suspeita de que se tratava de lesdo expansiva priméria e maligna do cérebro, devido a
localizagdo no interior da substancia branca do lobo temporal, com significativo efeito de
massa e intenso realce & injecdo de contraste endovenoso. Internado na Clinica Neuroldgica
do Hospital Ophir Loyola, onde foi submetido a tratamento microcirirgico com remocéao
macroscopica total da lesdo. No pos-operatorio imediato, observou-se leve hemiparesia
esquerda, de predominio braquial, recuperada completamente com auxilio de fisioterapia. O
exame de RM para controle da ressecgdo mostrou cavidade liqudrica sem sinais de neoplasia
residual, e o resultado da andlise histoldgica da tumoragdo revelou que se tratava de
“astrocitoma anaplésico (grau I11)”. Com esse diagnéstico, foi encaminhado para o setor de
oncologia clinica, onde iniciou terapéutica adjuvante com Lomustina (CCNU), Procarbazina
e Vincristina concomitante com radioterapia convencional. Houve satisfatoria, evolucéo, e
seis meses ap06s o procedimento cirdrgico, 0 paciente retornou para atividades gerais de sua
vida, apresentando dependéncia parcial de terceiros para algumas poucas atividades do
cotidiano. Acompanhado em nivel ambulatorial, com exames semestrais de RM, permaneceu
livre de sintomas e sem sinais de recidiva, até 0 més de setembro de 2008, quando apresentou
crise convulsiva generalizada. Foi prontamente submetido a investigagdo com TC e RM,
confirmando surgimento de massa tumoral no local do leito cirdrgico, caracterizando recidiva
da neoplasia. Internado no mesmo hospital, sendo mais uma vez submetido a tratamento
cirargico, com resseccdo radical do tumor; dessa vez, o resultado do exame
anatomopatoldgico revelou evolucdo desfavoravel da neoplasia, com transformacdo da
mesma em “Glioblastoma multiforme (astrocitoma grau I1V)”. O paciente apresentou

quadro de disartria, confusdo mental e completa hemiparesia esquerda, permanecendo
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acamado e dependente de terceiros para a maior parte das atividades cotidianas. O exame de
RM mostrou remocéo completa da leséo, e foi optado por iniciar novo ciclo de quimioterapia
sistémica por via oral, com Temozolamida; em junho de 2009, houve piora do quadro, com
rebaixamento da consciéncia, coma e morte por insuficiéncia respiratoria. A curta
sobrevivéncia observada no caso esta relacionada ao diagnostico histologico de astrocitoma
maligno, cuja evolucdo caracteristica de “astrocitoma anaplasico” até “Glioblastoma
multfiforme”, favorece o diagndstico de “Astrocitoma secundario” do cérebro. A amostra
colhida no segundo ato operatério, com o diagndstico histolégico de “Glioblastoma
multiforme”, foi encaminhada para processamento e cultivo, tendo sido desenvolvida uma
linhagem celular cultivada, que foi submetida a tratamento no presente estudo, e que foi

denominada de linhagem Astrocitoma Hospital Ofir Loyola N°1 (AHOL1).

5.2 ISOLAMENTO E PURIFICAGAO DO PISOSTEROL

O Pisosterol utilizado no presente estudo € cortesia do Departamento de
Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara, em
parceria com o Laboratério de Citogenética Humana, Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Pard. Este composto quimico, isolado do fungo ectomicorrizico
Pisolithus tinctorius, foi coletado de uma plantagdo de eucaliptos no Nordeste do Brasil. O
material obtido de P.tinctorius foi pulverizado em ar seco (370g), e extraido com acetona a
temperatura fechada, resultando 21g de extrato apds evaporacdo do solvente sob reduzida
pressdo. O extrato de acetona (4g) sofreu cromatografia em gel silico, com um eluido de
acetona/metanol em mistura binéria (100:0-0:100), rendendo assim uma maior concentracéo
(120g). A estrutura do Pisosterol foi determinada por meios espectroscopicos (ZAMUNER et
al., 2005).
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5.3 LINHAGEM U343 E CULTIVO DAS LINHAGENS CELULARES DE GLIOMA
EXTRAIDO DO CASO CLINICO

A linhagem astrocitica U343 MG-a (U343) foi originalmente estabelecida a partir
da ressecgdo cortical de um astrocitoma primério de adulto, sendo deficiente para o gene p16
e proficiente para Tp53 (DIRKS, 1997). As linhagens celulares U343 e AHOL1 foram
cultivadas em frascos de cultura de 25-cm? (0.25 x 10 células/ 5 mL de meio de cultura) em
meio de cultura HAM F-10 suplementado com 20% de soro bovino fetal, 2 mM de glutamina,
contendo 100/mL de penicilina e 100pug/mL de estreptomicina. As células foram incubadas
em estufa a 37°C com atmosfera de 5% de CO,. O crescimento celular foi observado com
auxilio do microscopio de imerséo, a cada 24 horas, e foram realizados repique de células em

meio de cultura novo em um intervalo de trés dias (HI'YAMA et al., 1999).

5.4 TRATAMENTO COM PISOSTEROL

Apos 50 ciclos continuos em cultura estavel, as células sdo consideradas em
estado proliferativo. A partir de entdo, passam a fase de tratamento com diferentes
concentragdes de Pisosterol (dissolvido em 1% de DMSO). Esta substancia quimica foi
repetidamente adicionada as culturas, até que se obteve a concentracdo final de 0,5, 1,0 e 1,8
ug/mL. Estas concentragdes foram escolhidas levando-se em consideragdo o valor do 1Cso do
Pisosterol, para a linhagem celular U343. Cada frasco de cultura foi incubado, na presencga do
Pisosterol, por trés dias (72h) (MONTENEGRO et al., 2004).

5.5 CITOGENETICA E CALCULO DO iNDICE MITOTICO

Apbs o tempo de cultivo, as células das linhagens U343 e AHOL1 foram
submetidas a sincronizagdo celular conforme protocolo preconizado por Yunis et al. (1981),
para obtencdo de metafases. O material foi transferido para tubos de centrifuga e centrifugado

por 8 minutos a 1000 rotacdes por minuto (RPM). Em seguida o sobrenadante foi desprezado,
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e as células ressuspendidas em solugdo hipotdnica (KCI 0,075M) & 37°C por 20 minutos.
Logo apds, o material foi centrifugado por 8 minutos a 1000 RPM. O sobrenadante
desprezado e 5 ml de fixador Carnoy (metanol e acido acético na proporcdo de 3:1)
adicionado ao sedimento. O fixador foi trocado mais duas vezes, deixando apenas o material

suficiente para a confecgdo das laminas.

5.6 BANDEAMENTO GTG

A técnica de coloragdo empregada foi a de obtencdo de bandas GTG (SCHERES,
1972), onde as I&minas sdo imersas em solucdo de tripsina 0,01% diluida em tampdo fosfato
0,06M durante poucos segundos. A acdo da tripsina serd interrompida mergulhando-se a
ld&mina em agua destilada. Apds este procedimento as preparagdes foram coradas em Giemsa
tampé&o fosfato 0,006M (1:30) durante 5 minutos, lavadas em &gua e secas.

A andlise das preparagdes cromossdmicas submetidas ao bandamento GTG foi
realizada ao microscopio optico com objetiva de 100X, pelo software Bandview EXPO 3.0.1
da Applied Spectral Imaging. Os cromossomos foram identificados e classificados segundo
as recomendacdes do comité do Sistema Internacional de Nomeclatura em Citogenética
Humana (ISCN, 1995). Foram analisadas 30 metéfases de cada concentracdo controle.

O critério para determinacdo de clone citogenético utilizado foi o definido pelo
ISCN (SCHRECK et al.,, 2001), que considera duas ou mais metadfases com o mesmo
cromossomo adicional ou anomalia estrutural, e trés ou mais metafases com a perda de um

mesmo Cromossomo.

5.7 HIBRIDACAO IN SITU FLUORESCENTE

Ndcleos interfasicos tumorais antes e depois do tratamento com Pisosterol foram
hibridados com sonda Unica diretamente marcada para a regido do gene MYC (8qg24) da
Qbiogene (PINKEL et al., 1986). As etapas da hibridagéo estdo descritas de forma detalhada
no Quadro 1.
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A hibridacdo foi visualizada por microscopio de fluorescéncia Olympus BX41

com filtro duplo FITC/TRICT e um sistema de captura e analise de imagem Applied Spectral

Imaging®. Foram avaliados 200 ndcleos por I1amina e os sinais conferidos de acordo com

critérios preconizados por Hopman et al. (1981) para esta técnica.

Etapa

Centroméricas

Preparacgdo da
lamina

- Lavagem em 2xSSC, TA? por 2.
- Desidratacdo em etanol 70%, 80% e 95% , TA?, 2’cada.
- Secagem ao ar livre.

Preparacgdo da
sonda

- Remocéo do -20°C para TA?, uniformizar.

- 10 pL /test, sendo 3uL cada sonda + 7 uL solugdo de hibridacdo
(Hibrizol).

- Pré-aquecer Idmina a 37°C por 5.

Desnaturagéo - Aplicar 10 pL de sonda, 24 x 24 mm.

- Selar com cimento rubber.

- Amostra e sonda em placa quente & 75°C por 2’.
Hibridacéo - De 1h até overnight, 37°C, em camara Umida, sem luz.

Lavagem pos-
hibridacéo

- Remover laminula, tirar todo cimento.

- Lavar lamina em 0,25X SSC, 72°C, pH7, 2’sem agitar.

- Lavar lamina em 2X SSC/0,05% Tween 20, TA?, pH 7, 30” sem
agitar.

Contracoloracéo

- Aplicar 10 pL de DAPI/Antifade.
- Aplicar laminula, manter no escuro por 10’.

Quadro 3 - Etapas da Hibridagéo in situ Fluorescente
Fonte: Temperatura ambiente

A citotoxicidade das diferentes concentraces do Pisosterol foi analisada através

do indice mitdtico (IM), que representa a propor¢do de células na fase de mitose do ciclo

celular.

O IM é determinado pela contagem do nimero de metéfases em 2000 nucleos

[cultura. O IM é calculado usando-se a seguinte férmula:

IM = Numero de metéfases X 100
NUmero total de células neoplasicas

Os grupos controles negativos receberam a mesma quantidade de DMSO que as

culturas tratadas com Pisosterol. Como controle positivo, utilizamos o agente citotoxico e

mutagénico doxorubicina, na concentragdo de 0,01 pg/mL (DHAWAN et al., 2003).
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6 ANALISES ESTATISTICAS

O teste t de Student foi utilizado para comparar as freqléncias de alteragdes
encontradas nas células expostas as diversas concentragdes de Pisosterol em relacdo ao
controle.

O teste F (ANOVA) foi utilizado para detectar diferencas significativas no valor do 1M entre
as celulas expostas as diversas concentracdes de Pisosterol e seus respectivos controles.

O teste do Chi-quadrado (x?) foi utilizado para relacionar a distribuicdo dos resultados
obtidos pelas duas varidveis empregadas na técnica de hibridizacdo fluorescente in situ
(FISH).

Em todas as analises foi estabelecido em 5% o nivel de significancia.
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7 RESULTADOS

7.1 ANALISE MORFOLOGICA

As passagens das duas linhagens tumorais (U343 e AHOL1) apresentaram
crescimento em camada Unica ndo organizado, semelhante a fibroblasto, com formacdo de
focos (Imagem 13a, b), divisdo heterogénea [bipolar e multipolar] e ciclo celular de
aproximadamente 36 horas com confluéncia méaxima de 72 horas. Apds o tratamento com as
trés concentracdes de Pisosterol, utilizadas neste estudo (0,5, 1,0 e 1,8 pg/ml), ndo foi

detectada mudanga na morfologia das células da linhagem (Imagem 13c, d).

Imagem 13 - Linhagens celulares em cultura. Monocamadas com crescimento
desorganizado e algumas aglomeracGes. Ausencia de modificactes
morfoldgicas antes e apds o tratamento com o Pisosterol

a. Linhagem AHOL1 antes do tratamento com Pisosterol.

b. Linhagem AHOL1 ap6s tratamento com 1.8 ug/ml pisoterol.

c. Linhagem U343 antes do tratamento com pisoterol.

d. Linhagem U343 apds tratamento com 1.8 pg/ml Pisosterol (Magnificagdo de
400X).
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7.2 ANALISE CITOGENETICA CONVENCIONAL

7.2.1 Distribuicdo do nimero cromossémico

A andlise do numero modal revelou que a ploidia das linhagens € igual a 2n

(diploide). A andlise da variagdo cromossdmica das duas linhagens encontra-se na Tabela 1.

Tabela 1 - Distribui¢do do nimero cromossémico das linhagens AHOL1 e U343

Linhagens U343 AHOL1
VNC* 42 - 49 43 - 50
Hapléide 23-34 (%) 0% 0%
Dipléide 35-57 (%) 93% 97%
Tripléide 58-80 (%) 4% 2%
Tetraploide 81-103 3% 1%
NUmero modal (NM) 44 44
N° TMA? 30 30

Nota:
1 - Variacdo do NUmero cromossdmico.
2- NUmero Total de Metafases Analisadas por Bandamento GTG.

Apos o tratamento com as trés concentracdes de Pisosterol, utilizadas neste estudo
(0.5, 1.0 e 1.8 pg/ml), ndo foi detectada mudanca na distribuicdo do nimero cromossdmico

das linhagens.

7.2.2 Bandamento GTG

Até a data do presente estudo, ndo foram encontrados relatos na literatura com
descri¢bes citogenéticas da linhagem celular U343-MG-a (U343). No presente trabalho
foram analisadas 30 celulas por bandamento GTG e ndo foram encontradas alteracdes
numéricas ou estruturais envolvendo o cromossomo 8 ou a regido cromossdmica 8924, local
onde encontra-se mapeado o gene MYC. As principais alteracdes encontradas nessa linhagem
foram a delecdo do brago longo do cromossomo 7 del(7) (g32), em 80 % das células (Imagem

14a) e as aneuploidias do cromossomo X e 1 em 90% das células.
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Na linhagem celular AHOL1, ap6s analise de 30 metafases por bandamento GTG,
e da mesma forma que a linhagem U343, ndo se encontrou alteragdes citogenéticas na regiao
do gene MYC (8g24). As principais alteracbes cromossdmicas foram a delecdo do brago curto
do cromossomo 1 del(1)(p21), em 100% das células (Imagem 14b), e as aneuploidias dos

cromossomos X e Y, em 80% das células analisadas.

ol
13

Imagem 14 - Cari6tipos parciais da linhagem U343(a)
e AHOL1(b)

Nota: As setas indicam:

a. Delecéo do brago longo do cromossomo 7 del(7)(q32).

b. Delecdo do braco curto do cromossomo 1 del(1) (p21).

Apos o tratamento com as trés concentracdes de Pisosterol, utilizadas neste estudo
(0,5, 1,0 e 1,8 pg/ml), ndo detectamos aumento ou diminuicdo das alteracdes supracitadas.
Novas alteragdes cromossomicas também ndo surgiram apds o tratamento com esta

substancia.
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7.3 INDICE MITOTICO

A citotoxicidade do Pisosterol foi testada pelo IM nas concentragdes de 0,5, 1,0 e
1,8 pg/ml. Houve uma significante diminuigdo do IM somente na concentragdo de 1,8 pg/ml
(Tabela 2). Esta concentragdo corresponde ao DL50, isto é, a dose letal, neste caso a
concentracdo de Pisosterol necesséario para provocar a morte celular de 50% da populacéo de
células em estudo (MONTENEGRO et al., 2004).

Utilizou-se a concentragéo de 0,01 ug/ml de doxorubicina como controle positivo
de citotoxicidade celular. Como controle negativo foi usado DMSO puro, na mesma

quantidade na qual foi diluido o Pisosterol.

Tabela 2 - Indice Mitdtico das culturas celulares das linhagens AHOL1 e U343, tratadas
com trés concentracdes de Pisosterol ou 0,01ug/ml de doxorubicina

Tratamento* Controle Doxorubicina 0,5 ug/ml 1,0 ug/ml 1,8ug/ml
Negativo Pisosterol  Pisosterol Pisosterol
AHOL1 4,2+0,15 1,6%*+0,1 3,8+0,21 2,9+0,17 1,4**+0,26
U343 3,7+0,21 1,4**+0,26 3,0+0,15 2,5+0,15 1,2%*+0,1
Nota:

*Foram examinadas 2000 células/concentracao.
**P<0.05. t-test

7.4 HIBRIDACAO IN SITU FLUORESCENTE

Ndcleos interfasicos das linhagens U343 e AHOL1 foram analisados por FISH,
antes e apds o tratamento com 0,5, 1,0 e 1,8 pg/mL de Pisosterol. Antes do tratamento
(Imagem 15a), 65% e 72% das células das linhagens AHOL1 e U343, respectivamente,
apresentaram mais de 2 alelos do gene MYC.

Apos o tratamento com Pisosterol, nas concentragdes de 0,5 ou de 1,0 pg/mL, ndo
foi observada diferenca estatisticamente significativa no nimero de células com mais de 2
alelos do gene MYC, em relagdo as células dessas duas linhagens antes do tratamento (P
>0.05) (Tabela 3). Porém na concentracdo de 1,8 pg/mL de Pisosterol, somente 15% e 33%
das células das linhagens AHOL1 e U343, respectivamente, apresentaram mais de 2 alelos do
gene MYC (Tabela 3), indicando uma diminuic&o, estatisticamente significativa, de células

com alteragdes numericas do MYC apds o tratamento com 1,8 pg/mL de Pisosterol (Imagem
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15.1b), do que antes do mesmo. Como controle negativo foram utilizados linfocitos do sangue
periférico, 98,5 % destas células apresentaram duas marcagdes fluorescentes para o gene
MYC.

Imagem 15 - Células U343 submetidas a Hibridacéo in situ por Fluorescéncia
a: Antes do tratamento com Pisosterol (controle negativo). Os pontos verdes
correspondem a alelos do gene MYC.
b. Apds o tratamento com Pisosterol: reducdo do nimero de alelos do gene MYC.



68

Tabela 3 - Células das linhagens U343 e AHOL1 submetidas & Hibridac&o in situ Fluorecente para o gene MYC antes e ap0s tratamento
com trés concentracdes de Pisosterol

Grupos Concentracao Controle Negativo® AHOL1 U343
(ng/mL) ) — - - — - - — -
NuUmero de sinais / % de nucleos NUmero de sinais / % de nucleos NUmero de sinais / % de nucleos
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Sem tratamento - 1 98,5 0,5 - - 05 345 395 245 1 0,5 275 45 23 4
Pisosterol 0.5 - - - - - 0 355 38 23 35 0 285 42 24 55
1.0 - - - - - 05 395 39 19 2 05 335 49 15 2
1.8* - - - - 0,5 845 7 8 0 15 655 25 8 0

Nota:
2 Linfocitos ndo tratados.
* P < 0.05, teste de qui-quadrado.
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8 DISCUSSAO

A caracterizacdo de linhagens celulares é importante para a compreensdo da
biologia das células neoplésicas e para o desenvolvimento de novas estratégias contra o
crescimento e a progressao de células cancerigenas (HU et al., 2000).

Apesar da alta incidéncia de gliomas, existem relativamente poucas linhagens
celulares dessa neoplasia disponiveis para estudo. A dificuldade técnica na manipulacéo e no
cultivo de amostras de tumores cerebrais pode refletir o modesto nimero de linhagens na
literatura, comparado ao de outras linhagens, como por exemplo, do céancer colo-retal
(ALTANER, 2008).

Neste trabalho foi utilizado como substrato de analise duas linhagens astrociticas,
a U343 (KHACHIGIAN et al., 1991) e a AHOL1, esta ultima desenvolvida pelos grupos de
pesquisa a partir de um glioblastoma multiforme (astrocitoma grau IV). Até a presente data,
ndo foram encontradas referéncias sobre a constitui¢éo cariotipica destas duas linhagens.

As passagens das duas linhagens tumorais (U343 e AHOL1) apresentaram
morfologia semelhante, com crescimento em camada Unica, ndo organizada e formacdo de
focos. A diviséo celular é heterogénea e o ciclo celular é de aproximadamente 36 horas. Estas
caracteristicas em comum, das linhagens AHOL1 e U343, sendo consequiéncia da sua origem
em comum, a partir de um mesmo tipo histolégico de tumor.

O tratamento com as trés concentragdes de Pisosterol, utilizadas neste estudo (0,5,
1,0 e 1,8 pg/ml), ndo alterou a morfologia das células em ambas as linhagens. Esta observacéo
é um indicativo de que o Pisosterol ndo induz a diferenciacdo de células de astrocitoma, ao
contrério do que é observado na linhagem HL60, onde o Pisosterol diferencia as células
transformadas dessa linhagem em mondcitos (MONTENEGRO et al., 2007). Tratamentos
com concentragdes superiores a 1,8 ug/mL n&o tiveram successo, visto que o Pisosterol
apresentou citotoxicidade incompativel com o tipo de anélise deste trabalho.

A toxicidade do Pisosterol, nas mesmas concentragfes do presente trabalho (0,5,
1,0, 1,8 pg/mL), foi avaliada anteriormente através do célculo do MI na linhagem leucémica
HL60 (BURBANO et al., 2008b). Constata-se, no estudo atual. que houve uma significante
diminuicdo deste indice no tratamento com 1,8 pg/mL de Pisosterol, de aproximadamente
50%, em comparacdo com o controle negativo. O controle positivo (0,01 pg/mL de
doxorubicina) apresentou um indice mitético com valor similar ao encontrado no tratamento

com 1,8 ug/mL de Pisosterol. Ndo houve decréscimo do IM nas concentracbes de 0,5 e 1,0
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pug/mL de Pisosterol.

Nas linhagens U343 e AHOL1, como no experimento realizado na linhagem
HL60, também houve uma significativa reducdo do IM, somente na concentracdo de 1,8
pg/ml (Tabela 2). Ao comparamos o IM dessas trés linhagens, tanto para os controles
negativos e positivos, como para o tratamento com diferentes concentragdes de Pisosterol, ndo
encontramos diferenca significativa (P>0,05). Os nossos resultados confirmam os de
Montenegro et al. (2004), que determinaram em sete linhagens celulares neoplésicas,
inclusive na linhagem HL60, que a concentracdo de 1,8 pg/ml de Pisosterol corresponde ao
DL50 (Dose Letal). Em conjunto, esses resultados indicam que o Pisosterol possui,
efetivamente, atividade antiproliferativa sobre células neoplésicas de gliomas.

A anélise do nimero modal revelou que a ploidia das linhagens U343 e AHOL1 é
diploide (2n). Através de citometria de fluxo, foi verificado que cinco linhagens de
astrocitomas apresentavam distribuicdes diferentes do seu nimero cromossémico, porém a
maioria das células se encontrava na faixa diploide. Os gliomas humanos, de forma geral,
apresentam constituicdo cromossémica na faixa diploide (35-57 cromossomas por célula) ou
na faixa tripléide (58-80 cromossomos por célula). (SHITARA, 1983)

Estudos in vitro sugerem uma correlacdo entre o fendtipo celular e o padréo
cariotipico das células de gliomas. Shapiro e Shapiro (1985) revelaram que células dipldides,
provenientes de gliomas, sdo mais vidveis em cultura que células tripldides, além de
apresentarem resisténcia as nitrosoureas. Os autores sugerem, que as culturas com células
tumorais dipldides de glioma devem apresentar na sua populacdo células tronco tumorais, o
que explicaria a sua vantagem adaptativa in vitro, em relacdo aos tumores de constitui¢éo
triploide.

Para Bigner et al. (1985), a alta propor¢do de gliomas na faixa dipldide é um
indicativo de que tumores que apresentam nimero cromossdmico modal entre 35-57 podem
ser catalogados como de alto grau de malignidade bioldgica. Segundo esses autores, a
diploidia dos gliomas ndo estaria necessariamente relacionada com a auséncia de aberragdes
do DNA nuclear, pelo contrario, anormalidades numéricas e estruturais sao freqlientes, como
constatados no presente estudo.

As principais alteragdes encontradas na linhagem U343 foram a delec&o do braco
longo do cromossomo 7 del(7)(q32), e as aneuploidias do cromossomo X e 1 em 90% das
células. Adicionalmente, na linhagem celular AHOLL1, as principais alteracbes cromossdémicas
foram a delecdo do braco curto do cromossomo 1 del(1)(p21), em 100% das células , e as

aneuploidias dos cromossomos X e Y, em 80% das células analisadas.
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As alteragdes acima citadas ja foram descritas em astrocitomas primérios, o que
confirma a origem histoldgica das linhagens U343 e AHOL1. Nenhuma dessas linhagens tem
sua caracterizacdo cariotipica descrita na literatura. Podemos inferir que tumores primarios
que apresentem estas aberracGes podem ser caracterizados como de alto grau de malignidade.
E possivel também que estas alteragdes tenham surgido durante a fase de imortalizagdo da
célula tumoral in vitro.

Uma forma de investigar o papel das alteragdes cromossdmicas, encontradas nas
linhagens U343 e AHOLL, seria cariotipar astrocitomas de baixo grau de malignidade. Se for
constatada a presenca de alguma das alteragdes numéricas (nos cromossomos X, Y e 1) ou
estruturais (delegdes do brago curto do cromossomo 1 e brago longo do cromossomo 7)
encontradas nas linhagens U343 ou AHOLL, nesses tumores, poderiamos identificar um
marcador etioldgico da malignidade astrocitica. Por outro lado, a possivel auséncia dessas
alteragbes cromossOmicas, em astrocitomas de baixo grau de malignidade, identificaria
marcadores associados somente a processo de malignizacéo celular.

Apos o tratamento com as trés concentracdes de Pisosterol, utilizadas neste estudo
(0,5, 1,0 e 1,8 pg/ml), ndo detectamos aumento ou diminui¢do da frequéncia das alteragdes
encontradas nas linhagens antes dos tratamentos. Novas alteragdes cromossdmicas também
ndo surgiram apds o tratamento com essa substancia. Esta Ultima observagdo é um indicativo
de que o Pisosterol ndo apresenta efeito clastogénico (substancia que causa quebra
cromossdmica) e/ou aneugénico (substancia que pode levar a aneuploidia). A auséncia desses
efeitos também foi observada quando se utilizou as mesmas concentracdes de Pisosterol em
células da linhagem HL60 (BURBANO et al., 2008b).

Entre os marcadores presentes no cariotipo celular da linhagem HL60, o
cromossomo 8 apresenta as regides homogeneamente coradas (HSRs). Este rearranjo envolve
a regido cromossdmica onde estd mapeado o proto-oncogene MYC (MISAWA et al., 1987).
HSRs sédo anormalidades intracromossdmicas, onde regides do cromossomo, que apresentam
amplificacdo génica, sdo coradas de maneira uniforme, diferente do padrdo caracteristico de
bandamento GTG. Proto-oncogenes amplificados podem ser localizados na estrutura do
cromossomo, nas HSRs, ou extracromossomicamente, como elementos sub-microscopicos
denominados de episomos ou como microcromossomos denominados de double minutes
(DMs) (CARROLL et al., 1988; VON HOFF et al., 1990).

Nas células das linhagens U343 e AHOL1 nao foram detectados HSRs ou DMs,
embora Bacciocchi et al. (1992) descreveram, em duas linhagens de glioblastoma multiforme,

a presenca de DMs com concomitante amplificacdo do gene MYC.
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O cancer surge quando clones de células mutadas sobrevivem e proliferam
inapropriadamente, desequilibrando a balanga entre crescimento celular, proliferacéo,
apoptose e diferenciacdo terminal. Os genes que tem uma funcéo crucial na regulacdo do ciclo
celular séo alvos dos estudos em cancer (KNOEPFLER, 2007). Na proliferagdo celular, a
proteina MYC é um importante fator de transcricdo e embora 0s mecanismos ndo estejam
totalmente esclarecidos, é conhecido o seu envolvimento na progresséo do ciclo celular da
fase G1 para a fase S (BERNARD, 2006). Esse gene codifica um fator de transcri¢cdo que
regula a expressédo de aproximadamente 15% de todos os genes (GEARHART, 2007).

No presente trabalho, ndcleos interfasicos das linhagens U343 e AHOL1 foram
analisados por FISH para o gene MYC, antes e apds o tratamento com 0,5, 1,0 e 1,8 pg/mL de
Pisosterol. Antes do tratamento, 65% e 72% das células das linhagens AHOL1 e U343,
respectivamente, apresentaram mais de 2 alelos do gene MYC. Apds o tratamento com
Pisosterol, nas concentracbes de 0,5 ou de 1,0 pg/mL, nao foi observada diferenca
significante no numero de células com mais de 2 alelos do gene MYC, em relacéo as células
dessas duas linhagens antes do tratamento (P >0.05). Porém na concentragdo de 1.8 pg/mL de
Pisosterol, somente 15% e 33% das células das linhagens AHOL1 e U343, respectivamente,
apresentaram mais de 2 alelos do gene MYC (Tabela 3), indicando uma diminuig&o,
estatisticamente significante, de células com alteragdes numéricas do MYC ap06s o tratamento

com 1.8 ug/mL de Pisosterol, do que antes do mesmo.

A diminuicdo do numero de células com copias extras do gene MYC,
provavelmente se deva a alguma propriedade do Pisosterol que bloqueia células com excesso
de proteina MYC, antes da fase S do ciclo celular. Nesta hipdtese, as células que nédo
apresentaram mais de dois alelos desse gene, 35% e 28% das celulas das linhagens AHOL1 e
U343, respectivamente, conseguiriam suportar a citoxicidade do Pisosterol e continuar no
ciclo celular.

Um dos propdsitos dos estudos moleculares em neuro-oncologia é estabelecer
uma relacdo entre pardmetros histopatoldgicos e alteracbes moleculares, as quais podem ser
usadas como marcadores da progressdo tumoral e alvos para a terapia (NAKAMURA et al.,
2007; COLLINS, 2007). Nossos resultados, de forma semelhante ao da literatura, sugerem
que o gene MYC é um alvo promissor, em tumores astrociticos por ter um papel critico na
proliferacdo celular, crescimento e apoptose (SEARS; NEVINS 2002; FARIA et al., 2006).

Nossa hipotese € reforcada por outro trabalho do nosso grupo de pesquisa, que

detectou a expressdo da proteina MYC em 65% de 140 tumores astrociticos humanos, de
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diferentes graus histoldgicos. As analises por FISH destes espécimes revelaram que essa
expressdo é conseqliéncia de amplificacdo génica do MYC (FARIA et al., 2008). Evidéncias
da amplificagdo do gene MYC, em astrocitomas, foram previamente apresentadas por Trent et
al. (1986) em cultura de células proveniente de um paciente com glioblastoma.
Adicionalmente, a amplificacdo da regido 8924, onde o gene MYC esta mapeado, foi
observado em astrocitomas pela andlise da Hibridacdo Gen6mica Comparativa (CGH)
(MULERIS et al., 1994; WEBER et al., 1996; MOHAPATRA et al., 1998; NISHIZAKI et al.,
1998; RIED et al., 1999; KOSCHNY et al. 2002). Os resultados sugerem que a amplificagéo
do gene MYC deve ser considerada um evento critico da tumorigénese dos astrocitomas.

Desde que o desenvolvimento do céncer resulta de uma série de alteracbes
consecutivas, células com amplificagdo do gene MYC podem ser selecionadas, levando a
expansdo de um clone particular. A habilidade do gene MYC para promover a proliferagéo
celular, faz com que sua amplificacdo provoque instabilidade genémica (WADE; WAHL
2006). De fato, a estimulacdo exacerbada da proliferagéo celular € mutagénica, em tal caso, a
expressdo de MYC colabora com a tumorigénese por promover o acimulo de mutacdes
secundérias e/ou por desestabilizar os mecanismos de checkpoint, que controla o nimero
cromossémico e a ploidia (LUTZ et al., 2002).

O aumento do numero de alelos do gene MYC nas neoplasias humanas esta
correlacionado com progndstico negativo da patologia (ECKHARDT et al., 1994,
CALCAGNO et al., 2006). Podemos concluir que o Pisosterol apresenta um importante
potencial anti-cancer, visto que diminui significativamente o nimero de células com copias
extras do gene MYC, as células que ndo apresentaram mais de dois alelos desse gene, ndo séo
atingidas pelo tratamento com esse triterpeno e continuam proliferando. Células neoplésicas
sem anormalidades nimericas do gene MYC apresentam comportamento menos agressivo e
invasivo (BURBANO et al., 2008) e seriam, portanto, alvos mais desejaveis para a
quimioterapia (FEGAN et al., 1995). Desta forma, o Pisosterol pode ser utilizado no futuro

em combinagdo com o tratamento convencional contra o cancer cerebral.
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9 CONCLUSAO

O tratamento com Pisosterol ndo alterou a morfologia das células das linhagens
U343 e AHOL1, o que sugere que este triterpeno ndo induz a diferenciacdo de células de
astrocitoma.

As linhagens U343 e AHOLL sdo diploides semelhante a maioria de gliomas
humanos descritos na literatura. As principais alterages encontradas nas linhagens U343 e
AHOL1 foram as delecdo del(7)(g32) e del(1)(p21), respectivamente. Concluimos que
tumores primarios que apresentem estas aberracbes podem ser caracterizados como de alto
grau de malignidade.

O Pisosterol apresenta um importante potencial anti-cancer, visto que diminui
significativamente o nimero células com cdpias extras do gene MYC, provavelmente porque
este triterpeno bloqueie essas células, com excesso de proteina MYC, antes da fase S do ciclo
celular.

As células que ndo apresentaram mais de dois alelos desse gene, antes do
tratamento, suportam a citoxicidade do Pisosterol e seguem continuamente o ciclo celular.

Visto que células neopléasicas sem anormalidades numericas do gene MYC
apresentam comportamento menos agressivo e invasivo e sdo alvos mais faceis para a
quimioterapia, concluimos que o Pisosterol pode ser utilizado no futuro em combinac¢do com
o tratamento convencional contra o cancer cerebral, sugerindo-se estudos adicionais in vivo

em cobaias para confirmar os achados do presente estudo.
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ANEXO A
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pesquisadores responsaveis do Servico de Neurocirurgia do Hospital Ofir Loyola (3289-
1000, 8111-2345) e/ou do Laboratério de Citogenética da UFPA (F:8836-4667).
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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