xxxxx

@ UNIVERSIDADE LUTERANA DO BRASIL

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM
LBRA DIAGNOSTICO GENETICO E MOLECULAR

ENVOLVIMENTO DO GLUTAMATO NA SINALIZACAO DE RADIORESISTENCIA
EM GLIOBLASTOMAS HUMANOS EM CULTIVO

Dissertacdo para obtencdo do Titulo de

Mestre em Diagndéstico Genético e Molecular
Clenara Docena

Orientadora: Dra. Adriana Brondani da Rocha

Canoas
2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Instituicbes onde foram realizados os estudos

Laboratério de Marcadores de Estresse Celular, Prédio 22, 5° andar, Universidade

Luterana do Brasil, Canoas, RS, Brasil.

Servigo de Neurocirurgia do Hospital Beneficéncia de Porto Alegre, RS, Brasil.

Servigo de Radioterapia do Hospital S&do Lucas da PUCRS, Porto Alegre, RS, Brasil.



Dedicatéria

Dedico este trabalho em especial a minha mée, que apesar de todas as dificuldades
sempre permitiu que todos 0os meus sonhos se tornassem realidade.



Agradecimentos

Primeiramente agradeco a minha orientadora Adriana, foi uma pessoa fundamental
para realizacdo deste trabalho. Durante toda a trajetoria, sempre me tratou com

muito respeito e dedicagéo. Serei eternamente grata por todo o apoio que me deste.

Aos meus tios, Emerson e Maria de Lourdes, por todo o apoio e incentivo que

sempre demonstraram no decorrer de minha caminhada.

As minhas irmas, pela paciéncia, carinho e dedicagéo de sempre.

Ao meu irmdo Leonardo, pela disposicdo e apoio a0 me ajudar sempre que

necessario.

Ao meu namorado Rafael, por sempre estar ao meu lado.

Ao colega Carlos Alexandre Fedrigo, pelas explicagbes e ensinamentos sempre que

davidas surgiam no laboratério.

A minha prima Sabrina, por todo o apoio, carinho e incentivo.

A minha m&e Marlene e ao meu padrasto Rubilar, pelo amor incondicional

demonstrado em todos 0s momentos.

Ao meu pai Sideno, com saudades.



indice

O (0o [0 Tot= Lo T TP U P T PP OPPPPN 11
1.1 Tumores Primarios do Sistema Nervoso Central............cccveeiiiiiiiiiiniiiien e 11
O O R O = o3 (] 4= Lo Lo J PP PP PP PP PPPPTRPT 11
1.2 GlOMAS. ... ittt e e e e e e e e e et e e e e e e eee e s 12
O o o To g To 1] 1Tt J U 14
1.2.2 Tratamento € RESPOSIAS. ......ccooiieeeeiieeeeeeeiee e 14
1.2.3 Alterag0es MOIECUIAIES............uuiiiiiie it 16
1.2.3.1 Glutamato € GlIOMAS ......oooiiiiiiiiiiee et e e 17

1.2.4 Resposta Celular & Radiacdo Ilonizante e Mecanismos de

RAIOIESISTENCIA. .....ee ettt e e e e e e e e e ae e e e e e e e e aaaes 19
P2 © o 1= 1Yo 1 T 22
3. MAteriaiS € MELOUOS. ......cecueiiiiiie ittt ettt ee et a e ennee e 23
I Y = 10T £ = O PP 23
K 1Y =3 (oo [0 LS RU PR 24
3.2.1 Locais de RealizaGao do EStUTO. ........ccciiiiiiiiiiiiieiee e e 24
3.2.2 Obtengdo das AMOSEIas de TUMON........cccuuuuuiiniiiiieiieeee e e e e e e e e e e eeeaes 24
3.2.3 Preparo e Manutencgédo do Cultivo Celular...........ccceeiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeceee 24
3.2.4 Tratamentos dos Cultivos Celulares com Radiag&o lonizante....................... 25
3.2.5 Tratamento dos Cultivos Celulares com Glutamato, DNQX ou BSO............. 25

3.2.6 Determinagcdo do Efeito da Radiagdo ou Glutamato na Viabilidade
(O] 0] =T ST TTPPPPRPP 26

3.2.7 Determinagcdo do efeito do Glutamato, DNQX ou BSO na formagao de

[o]0] (0] 01 =L SO U PP PPPPON 26
3.2.8 ANAIISE EStatiSHICA. .. ...oiueieeiie it 26
4. RESUIATOS. .....ceiiii ettt e e e ert e e e eeee e eas 28
4.1 Caracterizagao da @MOSIIA.........cuuuiiiiieee ettt ee e e e e e e e e e e e e e e e e e e eneeas 28
4.2 Efeito da Radiagédo lonizante sobre a Proliferagéo Celular.............ccccccceeinnne 30
4.3 Efeito da Radiagéo lonizante sobre a Formacé&o de Colonias Celulares......... 32

4.4 Efeito do Tratamento com Glutamato na Resposta Celular & Radiag&o
JONUZANTE ...t e e e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e nn s 34

4.4.1 Efeito do Tratamento com Glutamato na Proliferacdo Celular apds



RAIAGEAD IONIZANTE.......ueiiiiieiiiiie et e e e e e e e e e e e e e e e e 34

4.4.2 Efeito do Tratamento com Glutamato na Fragdo de Sobrevivéncia apds

RAIAGEAD IONIZANTE .....ueeiiiiee i et e e e e e e e e 35
5. DISCUSSA0. ...ttt e e e e e bbb e bt e e et e e e e e e e e e e 39
B. CONCIUSDES. .....eeiiiieeeee ettt ettt e e e e e e e e e e e eere e e areee e e s 44
7. Referéncias BibliografiCas..........ooove i e e e 45

AN 10 1 55



Lista de Tabelas

Tabela 1. Estadiamento dOs astroCitOmMas..............uvuvuieeeierieereeennnesiieiinene
Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos pacientes de onde foram obtidas

as amostras para os cultivos de UGBM1 e UGBM2...........ccccccvevvveeeiennnnn.



Lista de Figuras

Figura 1. Imagens obtidas por ressonancia magnética dos dois pacientes
(0 [0 I =TS ¥ o [0 T PP PO
Figura 2. Caracteristicas morfolégicas dos cultivos de UGBM1, UGBM2 e
U-87MG €M MONOCAMATA. .......uuuevreiiieiiieeeeee et e eeeenns
Figura 3. Namero de células viaveis apés irradiagdo dos cultivos de
UGBM1 (A) € UGBM2 (B).....ovveeeeeee oo,
Figura 4. Fracdo de sobrevivéncia dos cultivos de UGBM1 e UGBM2
irradiados COM 2, 50U 10 GY...ooovviiiiiiiiiiie i e e e e eae e e eeeeee s
Figura 5. Namero de células viaveis apés irradiagdo dos cultivos de
UGBML1 (A) e UGBM2 (B) pré tratados ou ndo com glutamato...................
Figura 6. Fracdo de sobrevivéncia dos cultivos UGBM1 e UGBM2 apds
tratamento com glutamato (5mM) ou irradiaG&o (5GY)......uvveeeeerreeeiiiniiinnne.
Figura 7. Fracdo de sobrevivéncia dos cultivos UGBM1 e UGBM2 apds
tratamento com glutamato (5mM), irradiagdo (5Gy) ou DNQX
(1010 VT TSP
Figura 8. Fracdo de sobrevivéncia dos cultivos UGBM1 e UGBM2 apés
tratamento com glutamato (5mM), irradiagdo (5Gy) ou BSO (25

29

30

32

33

35

36

37



Resumo

Os gliomas correspondem a cerca de 50% das neoplasias cerebrais. Os
glioblastomas (GBMs) sé@o as formas mais malignas entre os tumores astrocisticos.
Além da cirurgia, a radioterapia é a principal modalidade terapéutica para 0s
pacientes portadores de GBMs. No entanto, o sucesso da radioterapia nos GBMs é
frequentemente limitado pela resisténcia intrinseca dos GBMs. Tal comportamento
€, sem duvida, decorrente das alteracdes moleculares associadas a origem e
progressdo dos gliomas. Neste sentido, varios estudos demonstram que os tumores
do SNC que apresentam maior liberacdo de glutamato possuem um comportamento
mais agressivo, sugerindo que os receptores glutamatérgicos estejam envolvidos na
origem e progresséao dos gliomas malignos. Neste aspecto, a remogao do glutamato
do meio intracelular envolve um sistema de transporte com captacéo de cistina e, a
captacdo de cistina resulta na sintese do composto antioxidante glutationa (GSH). A
GSH é um sistema de detoxificagdo que desempenha importante papel na protecéo
das células contra danos induzidos pelos radicais livres, protegendo as células
contra os efeitos da radiagéo ionizante. Considerando que o sistema de transporte
dos aminoé&cidos glutamato e cistina é bastante atuante nos gliomas, a maior
entrada de cistina na célula pode resultar em maior sintese de GSH, representando
um possivel mecanismo associado a radioresisténcia e progressdo dos GBMs.
Desta forma, no presente trabalho, buscamos avaliar o envolvimento do glutamato
na sinalizacdo da resposta dos GBMs a radioterapia. Para isto, utilizamos dois
cultivos priméarios obtidos a partir de amostras de resseccgdo cirurgica - UGBML1 e
UGBM2. Os cultivos celulares foram submetidos a radioterapia (2, 5 e 10 Gy) e os
efeitos imediatos (proliferacéo) e tardios (fracdo de sobrevivéncia) foram avaliados.
Os resultados obtidos nestes experimentos demonstram que os cultivos de UGBM1
e UGBM2 apresentam sensibilidades diferentes a radiacdo ionizante tanto na sua
resposta imediata quanto na tardia. Na dose de 2 Gy, o cultivo de UGBM2 sofreu
inibicdo significativa na proliferacéo e fracdo de sobrevivéncia enquanto na UGBM1
ndo se observou efeito (p<0,05). J& nas doses de 5 Gy e 10 Gy, ambos os cultivos
sofreram diminuicdo significativa (p<0,05). O tratamento com glutamato (5 mM)
induziu a proliferacdo dos cultivos quando utilizado como pré-tratamento a
radioterapia (5 Gy), restabeleceu o comportamento da proliferagdo da UGBM1 e
UGBM2 ao nivel dos controles. No entanto, a adicdo do antagonista do receptor
AMPA — DNQX (500 uM) - restabeleceu os efeitos inibitorios da radiacé@o ionizante (5
Gy) em ambos os cultivos celulares, indicando que os efeitos protetores do
glutamato na resposta a radioterapia nos GBMs s&o mediados pelos receptores
AMPA. Ainda, para investigarmos o mecanismo pelo qual o glutamato tornou os
cultivos de GBMs mais tolerantes a radioterapia, as células foram pré-tratadas com o
inibidor de GSH — o0 BSO (25 uM). Nestes experimentos, verificamos que quando o
BSO foi utilizado anteriormente aos tratamentos com glutamato e radiagéo ionizante,
ndo ocorreu efeito protetor do glutamato (5 mM) quanto a radioterapia, sugerindo
que a acao protetora induzida pelo glutamato a radioterapia em UGBM1 e UGBM2
envolve o sistema GSH.



Abstract

Gliomas account for about 50% of brain neoplasms. Glioblastomas (GBMs) are the
most malignant tumors among astrocisticos. In addition to surgery, radiotherapy is
the main treatment for patients with GBMs. However, the success of radiotherapy in
GBMs is often limited by intrinsic resistance of GBMs. Such behavior is undoubtedly
due to the molecular changes associated with the origin and progression of gliomas.
In this context, several studies show that SNC tumors with higher glutamate release
have a more aggressive behavior, suggesting that glutamatergic receptors are
involved in the origin and progression of malignant gliomas. In this respect, the
removal of glutamate from the intracellular environment involves a system of
transport of cystine uptake, and uptake of cystine results in the synthesis of the
antioxidant compound glutathione (GSH). GSH is a detoxification system that plays
an important role in protecting cells against damage induced by free radicals,
protecting cells against the effects of ionizing radiation. Whereas the transport
system of amino acids glutamate and cystine is very active in gliomas, the largest
entry of cystine in the cell may result in increased synthesis of GSH, representing a
possible mechanism associated with radioresistence and progression of GBMs.
Thus, in the paper we assess the involvement of glutamate signaling in the response
of GBMs to radiation therapy. For this, we used two primary cultures obtained from
samples of surgical resection - UGBM1 and UGBM2. Tissue cultures were treated
with radiotherapy (2, 5 and 10 Gy) and the immediate effects (proliferation) and late
(fraction of survival) were evaluated. The results from these experiments show that
the crops UGBM1 and UGBM2 have different sensitivities to ionizing radiation both in
its immediate response and late. At a dose of 2 Gy, the cultivation of UGBM2
suffered significant inhibition in the proliferation and survival as a fraction of the
UGBML1 there was no effect (p<0.05).Since the doses of 5 Gy and 10 Gy, both crops
have suffered significant decrease (p <0.05). Treatment with glutamate (5 mM)
induced the proliferation of crops when used as pre-treatment with radiotherapy (5
Gy) restored the proliferation behavior of UGBM1 and UGBM2 at the controls.
However, the M) - restored thepaddition of the AMPA receptor antagonist - DNQX
(500 inhibitory effects of ionizing radiation (5 Gy) in both cell cultures, indicating that
the protective effects of glutamate in response to radiotherapy in GBMs are mediated
by AMPA receptors. Still, to investigate the mechanism by which glutamate has GBM
crops more tolerant to pradiation, cells were pretreated with the inhibitor of GSH - the
BSO (25 M). In these experiments, we found that when the BSO was used before
treatments with glutamate and ionizing radiation, there was no protective effect of
glutamate (5 mM) and radiotherapy, suggesting that the protective action induced by
glutamate in radiotherapy UGBM1 and UGBMZ2 involves system GSH.



1. Introducéo

1.1 Tumores Primarios do Sistema Nervoso Central

Os tumores primarios do Sistema Nervoso Central (SNC) possuem grande
repercussdo na infancia, onde s@o as neoplasias sélidas mais frequentes e
responsaveis por 20% de todos os tumores nesta faixa etaria (DORAN & THORELL,
2003), sendo superados apenas pelas leucemias (GLOECKLER et al., 2003). A
incidéncia de tumores cerebrais primarios tem aumentado expressivamente nas
Ultimas décadas (BRANDES, 2003; REARDON & WEN, 2006), representando cerca
de 2 a 3% de todas as neoplasias em seres humanos (WRENNSCH et al., 2002;
CHRISTENSEN et al., 2003).

1.1.1 Caracterizagao

Os tumores primarios do SNC representam um grupo heterogéneo de
neoplasias. Assim, mesmo tumores com caracteristicas benignas sé&o
frequentemente letais devido a suas propriedades infiltrativas e tendéncia a ocorrer
transformagéo maligna no decorrer do tempo (DEANGELIS, 2001; BEHIN et al.,
2003). O conhecimento incompleto da patogénese e da etiologia dos tumores
malignos do SNC faz com que a maioria dos pacientes com diagnéstico positivo
apresentem sobrevida média inferior a um ano (MICHAILOWSKY et al., 2003; ROA
et al., 2004).

Os tumores primarios do SNC podem se originar de células gliais
(glioblastoma,  astrocitoma e  oligodendroglioma), células ependimérias
(ependimoma) ou tecido de suporte (meningioma, schwanoma e papiloma do plexo
corbide). Na infancia, também podem surgir de células mais primitivas, levando a
formagdo de, por exemplo, neuroblastoma, meduloblastoma ou cordoma. Estas
neoplasias aparecem desde as formas curaveis, tais como 0s meningiomas até as
formas agressivas, com mau progndstico, como os glioblastomas (GBMs).

Através dos critérios da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), os tumores
do SNC séo classificados de acordo com o grau de malignidade, caracteristicas

histologicas e alteracbes genéticas. A classificagcdo histolégica por categorias
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representa uma forma de predizer o comportamento biolégico de uma neoplasia,
cujo resultado afeta diretamente o manejo clinico (LOUIS et al. 2007).

Desta forma, os tumores do SNC séo divididos em grau I, Il, 1l e IV. Os
tumores de grau | sdo benignos e podem ser curados se retirados cirurgicamente.
Apresentam um lento crescimento e ocorrem principalmente em criangas e adultos
jovens. Os de grau Il sdo tumores malignos de baixo-grau que ja apresentam uma
infiltrac@o difusa, tornando-os incuraveis pela op¢éo cirdrgica. Possuem um alto grau
de diferenciacdo celular e crescimento lento. Os de grau Il desenvolvem-se de
astrocitomas de baixo-grau, mas possuem atividade mitotica e celular aumentadas.
Apresentam uma maior proliferacdo em relacédo aos de grau Il, sendo fatais em um
espaco de tempo mais curto. Finalmente, os tumores de grau IV tém caracteristicas
mais avancadas de malignidade, incluindo proliferagcdo vascular e necrose, e como
apresentam resisténcia a radioterapia e quimioterapia, costumam ser letais em torno
de 12 meses (FURNARI et al. 2007; SWARTLING, 2008).

1.2 Gliomas

Os gliomas englobam todos os tumores primérios do SNC de origem glial
(LENT, 2004) e, de acordo com sua origem, podem ser subdivididos em trés
subtipos: (1) Astrécitos - Astrocitomas; (2) Oligodendrécitos - Oligodendromas; (3)
Ependimécitos - Ependimomas (SCHUNEMANN, 2006).

As células ependimais auxiliam a regular a difusdo do fluido cérebro-espinhal
dentro das regides periventriculares do cérebro e, € através destas células que os
tumores conhecidos como ependimomas sao originados (RAO, 2003). Os
oligodendrdcitos também estdo presentes de forma inerente no SNC. S&o células
produtoras de mielina e envolvem os axénios, formando a bainha de mielina (LENT,
2004). Os oligodendrécitos podem dar origem a oligodendrogliomas que variam no
prognéstico conforme caracteristicas histologicas. Os astrécitos sdo a maior
populagdo celular do SNC e desempenham varias fungdes, entre elas o suporte
estrutural aos neurdnios e multiplos papéis na fisiologia neural (LENT, 2004). Os
astrocitomas sé&o o tipo mais frequente de tumor primério do SNC (RAO, 2003).

Os astrocitomas podem ser subclassificados, conforme seu grau de
malignidade, considerando-se caracteristicas que incluem: morfologia celular,

atividade mitotica, proliferagdo microvascular e necrose. Desta forma, séo
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agrupados em gliomas de baixa (graus | e Il) e alta malignidade (graus Ill e V)
(Tabela 1) (KLEIHUES et al., 1993).

Tabela 1. Estadiamento dos astrocitomas

Denominacao Grau de Malignidade
I Il [l [\
Astrocitoma pilocitico X
Astrocitoma pilomixoide X
Astrocitoma difuso X
Astrocitoma anaplastico X
Glioblastoma X

(Modificada de LOUIS et al.,2007)

Os astrocitomas pilociticos ocorrem com maior freqiéncia no cerebelo de
criangas. Pacientes com este tipo de tumor que podem realizar cirurgia possuem um
bom prognéstico, j& que ndo sdo agressivos e normalmente mantém seu
estadiamento em grau | durante anos ou até décadas (COLLINS, 2004).

Os astrocitomas pilomixoides ocorrem tipicamente na regido hipotalamica ou
quiasmética e ocorrem predominantemente em criangcas com idade média de 10
meses. Apresentam um prognéstico menos favoravel, motivo pelo qual foram
enquadrados em grau Il (LOUIS et al.,2007).

Os astrocitomas malignos de grau Il possuem um pico de incidéncia entre 25
e 50 anos e uma média de sobrevivéncia de 7 anos, enquanto que os GBMs
possuem um pico entre 45 e 70 anos (COLLINS,2004).

Jé& os astrocitomas anaplésicos (grau lll) mostram elevada celularidade, ainda
que as células tumorais mostrem caracteristicas histolégicas e imunocitoquimicas de
astrécitos, sendo mais pleomorficas do que aquelas achadas em astrocitomas.
Mostram atipia nuclear e apresentam atividade mitética. Pacientes com este
estadiamento de astrocitoma possuem expectativa de vida de 3-4 anos (COLLINS,
2004). Finalmente, os GBMs (grau 1V) apresentam células com um amplo espectro
morfolégico, podendo ser bastante pleomorfico com formas gigantes, ou mantendo
caracteristicas fenotipicas dos astrocitos (COLLINS, 2004).

Os gliomas de alto grau s&o agressivos, altamente invasivos e
neurologicamente destrutivos, sendo considerados os mais letais entre os tumores

humanos (MILLER & PERRY, 2007). Esta invasividade é caracterizada por uma
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intensa infiltragdo na neurdglia, que em gliomas de alto grau, pode apresentar
proliferagéo microvascular e necroses (CLAES et al., 2007).

Na populacdo adulta, o GBM é um dos tumores cerebrais primarios mais
comuns, representando 50% de todos os gliomas primarios no SNC. A grande
maioria dos GBMs desenvolvem-se muito rapidamente, sem evidéncia
clinica,radiolégica ou morfolégica de uma lesdo menos maligna.Talvez o maior
mistério para a compreensdo dos GBMs € entender como e quando estas alteracdes

genéticas e cascatas de sinalizacdo interagem (KANU et al.,2009).

1.2.1 Prognéstico

Apesar dos avangos nas técnicas de diagnostico e tratamentos, o prognostico
para pacientes com glioma de alto grau permanece sombrio. A maioria dos
pacientes morrem com menos de 2 anos de diagnéstico desta doenca. As
anormalidades moleculares sdo as grandes responsaveis por este prognéstico e,
além disso, a variabilidade de anormalidades de paciente para paciente contribuem
ainda mais para as dificuldades terapéuticas. De fato, uma das caracteristicas que
distinguem os gliomas é a sua geneética heterogénea (REARDON & WEN, 2006;
KANU et al., 2009).

1.2.2 Tratamento e Respostas

Os gliomas podem ser tratados com cirurgia, radioterapia e/ou quimioterapia. A
cirurgia representa o tratamento de primeira linha para os pacientes com tumores
cerebrais. A escolha do método cirlrgico esté relacionada com as caracteristicas do
tumor, determinados usualmente por bidpsia para o diagnostico histolégico. A
resseccao cirargica radical esta associada com maior sobrevida e melhora da fungéo
neuroldgica, sugerindo que a remocdo da maior quantidade tumoral possivel é
indicada (DEANGELIS, 2001).

O maior obstaculo para o uso da quimioterapia nos tumores cerebrais é o fato
da barreira hemato-encefélica excluir muitos agentes do SNC. Por isso, novos
métodos que permitam a passagem de drogas através da barreira tém se mostrado
como um desafio, a fim de que altas concentracbes de agentes quimioterapicos

cheguem as células tumorais, evitando os efeitos sistémicos adversos destes
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medicamentos (MISRA et al., 2003; GARCION et al., 2006; SAWYER, 2006).
Poucos compostos, como as nhitrosuréias (carmustina e lomustina) e a temozolomida
(TMZ), tem a habilidade de cruzar a barreira hemato-encefalica (MASON et al.,
2005).

A utlizacdo da TMZ concomitante a radioterapia tem mostrado uma boa
resposta no tratamento do GBM, resultando numa sobrevida média mais longa nos
pacientes (14,6 versus 12,1 meses) e, uma maior taxa de sobrevivéncia, (26,5%
versus 10,4%) (STUPP et al., 2005). A TMZ tem muitas vantagens sobre outros
agentes alquilantes. TMZ é uma pequena molécula lipofilica com um tamanho
molecular de 194 Da, e assim, pode ser administrado oralmente e cruzar a barreira
hemato-encefélica efetivamente (KANZAWA, 2004). A vincristina também é uma
droga bastante utilizada, isolada ou associada a outros quimioterapicos (LEVIN et
al., 2000).

De todos os tratamentos adjuvantes, a radioterapia € o mais efetivo no aumento
da sobrevida dos pacientes com GBM. A radioterapia costuma acompanhar o
procedimento cirdrgico, com o objetivo de diminuir a massa tumoral e aumentar a
sobrevida (KLEIHUES, 2000). Seguindo cirurgias de reducdo do volume, a
radioterapia € o suporte principal de tratamento que dobra a média de sobrevivéncia
de 6 para 12 meses (SARKARIA, 2006). Ainda que a radioterapia seja uma
modalidade de tratamento muito utilizada no manejo clinico das neoplasias do SNC
e a principal forma terapéutica adjuvante em astrocitomas malignos e GBMs
(PETERSEN et al.,2000; HUSSAINI et al., 2002), as respostas terapéuticas destes
tumores sao tipicamente heterogéneas e incompletas, e frequentemente
acompanhadas por desenvolvimento de resisténcia tumoral (HUSSAINI et al., 2002;
ROCHA et al., 2004; CHANG et al., 2007).

De um modo geral, as modalidades de tratamento dos gliomas de alto grau
sdo limitadas gragas ao seu padrdo de crescimento e caracteristicas moleculares.
Sua grande capacidade de invasao restringe a abordagem cirdrgica, limitando as
acOes da radioterapia, quimioterapia e mais recentemente, das terapias
experimentais. Portanto, mesmo que o0s pacientes com gliomas de baixo grau
possam sobreviver por varios anos, inevitavelmente irdo falecer, normalmente apds

uma progressao a tumores de alto grau de malignidade (CLAES et al., 2007).
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1.2.3 Alteragbes Moleculares

A biologia dos gliomas malignos geralmente estd associada com a expressao
das proteinas que controlam o ciclo celular, com mecanismos complexos de
interac6es genéticas e vias de sinalizagdo promovidas por receptores tirosina
quinase. Podem existir alteragdes em cada uma dessas vias, que de forma
independente ou em conjunto, levam a perda de regulacdo do ciclo celular, a
angiogénese, proliferagcdo, invasdo e resisténcia aos tratamentos (KANU et al,
20009).

A alteragdo oncogénica mais frequente € a amplificagdo do rEGF (receptor
epidérmico de fator de crescimento), resultando na superexpresséo de sua proteina,
um receptor com atividade tirosina quinase. A ativagcdo da cascata desencadeada
pelo rEGF desencadeia vias de sinalizacdo que culminam com a indugdo da
proliferagéo celular, angiogénese, invasao e bloqueio da apoptose. A maioria dos
GBMs também contém o gene mutante EGFRvIII (HEIMBERGER, 2005).

A perda da heterozigose (LOH) no cromossomo 10q é frequente em GBMs.
Neste cromossomo podem ser identificados varios genes supressores tumorais,
como PTEN, DMBT1, FGFR2, MGMT, que estao envolvidos no controle do ciclo
celular e reparagdo do DNA. A inativagdo de um gene supressor tumoral deve
ocorrer em homozigose para que ele perca sua funcionalidade completamente. No
GBM uma copia de PTEN, DMBT1, FGFR2 e/ou MGMT se perdem normalmente por
LOH 10g e a outra coOpia do gene estd sujeita a mutacdes ou a processos
epigenéticos que o inativam (FRANCO-HERNANDEZ et al., 2007).

As vias genéticas TP53/MDM2/P14 e CDK4/RB1/P16, implicadas na divisdo
celular, também se encontram desreguladas nos GBMs. O gene MDM2, cujo
produto é uma oncoproteina que diminui a transcricdo do gene TP53, pode ser
encontrado amplificado ou superexpresso, influenciando a progresséo do ciclo
celular e a multiplicacdo do DNA lesado, através da inibicdo do TP53. A perda de
homozigose e/ou a amplificacdo de CDK4 leva a fosforilagéo inapropriada de RB1,
que, em consequéncia, produz uma divisdo celular descontrolada (KANU et al.,
20009).
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1.2.3.1 Glutamato e Gliomas

Além das alteracdes moleculares classicamente identificadas e estudadas em
gliomas, a alteracdo da sinalizacdo do SNC associada ao glutamato € um tema de
grande investigacdo. Vérios estudos sugerem que o glutamato desempenha um
papel central na proliferacdo, na manutengéo celular de GBMs e na invasdo dos
tecidos adjacentes as células tumorais (YE et al., 1999; YE & SONTHEIMER, 1999;
RZESKI et al., 2001; TAKANO et al., 2001; ISHIUCHIi et al., 2002; D’'ONOFRIO et
al., 2003; ARCELLA et al.,, 2005; CHUNG et al., 2005; GROOT et al.,, 2005;
ISHIUCHI et al., 2007; LYONS et al., 2007; SCHUNEMANN et al., 2009).

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatorio de mamiferos
(FONNUM, 1984). Este amino&cido possui uma ampla distribuicdo no SNC onde
exerce seus efeitos excitatérios através da ativacdo de receptores especificos
presentes nas membranas pré e pos-sinapticas das células neurais (WATKINS,
2000). Sao conhecidas duas classes de receptores glutamatérgicos: (1) Receptores
metabotropicos (mGlu), ligados a ativacdo de segundos mensageiros via proteina G
(CARTMELL & SCHOEPP, 2000); (2) Receptores ionotrépicos, ligados ao transporte
idbnico transmembrana. A classe de receptores ionotropicos pode ainda ser
subdividida em receptores NMDA e ndo-NMDA (AMPA e Kainato) de acordo com
sua permeabilidade idnica, tempo de ativagdo e desenssibilizacdo ao glutamato
(DINGLEDINE et al., 1999).

Dos cinco subtipos de transportadores de alta afinidade pelo sédio, dois deles
- GLAST e GLT1 séo encontrados apenas no SNC (ROTHSTEIN et al., 1994).
Ambos sdo considerados transportadores astrogliais (ANDERSON & SWANSON,
2000) e os principais responsaveis pela recaptagdo do glutamato do meio
extracelular (ROTHSTEIN et al.,, 1996). Os outros trés transportadores, EAAC1,
EAAT4 e EAATS sado expressos em neurdnios em localizagdes preferencialmente
extra sinapticas (GEGELASHVILI et al., 2000). Quanto aos transportadores néo
dependentes de sddio sua principal fungdo € a manuteng&o dos niveis intracelulares
do antioxidante glutationa (GSH) via recaptacéo de cistina, precursor para a sintese
de GSH e da liberacdo de glutamato numa proporgao cistina: glutamato de 1:1
(BENDER et al., 2000).
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Em situagbes onde o glutamato permanece por tempo prolongado, ou em
concentracgdes elevadas na fenda sinptica, se observa produgéo de danos celulares
provocados pelo excesso da estimulagdo dos receptores glutamatérgicos, fenémeno
conhecido como excitotoxicidade (LIPTON, 1999; MELDRUM, 2000). A
excitotoxicidade nos neurbnios € mediada principalmente por receptores NMDA
(CHOI, 1988), enquanto nas células da glia ocorre via receptores ndo-NMDA e
carreador cistina:glutamato (CHEN et al., 2000; MATUTE et al., 2002).

No que diz respeito a sensibilidade a toxicidade glutamatérgica também ha
diferencas entre os subtipos de células neuronais. Enquanto doses de 100 uM in
vitro sdo suficientes para provocar danos excitotoxicos em neurdnios, as células da
glia resistem a concentragcdes proximas a 1 mM de glutamato sem apresentar
toxicidade acentuada (LI et al., 1998; CHEN et al., 2000). A excitotoxicidade tem sido
comumente associada ao processo fisiopatolégico de diferentes doencas cerebrais
agudas e crbnicas, tais como: Alzheimer, traumatismos cranio encefalicos e
acidentes vasculares encefalicos (LIPTON & ROSENBERG, 1994).

Véarias evidéncias experimentais indicam que os GBMs possuam uma
capacidade de recaptagdo limitada de glutamato do meio extracelular, como
resultado da auséncia de transportadores de glutamato dependentes de sodio,
GLAST e GLT1, em suas membranas celulares (YE et al., 1999). Ainda, os GBMs
sdo capazes de sintetizar e liberar glutamato ativamente para o meio extracelular
através do carreador cistina: glutamato, existindo uma correlacdo positiva entre a
capacidade de liberagéo de glutamato e o crescimento tumoral (YE et al., 1999; YE
& SONTHEIMER, 1999). Segundo TAKANO (2001), esta correlagéo entre liberagéo
de glutamato e crescimento tumoral poderia ser explicada pelo efeito excitotdéxico do
glutamato sobre as células sadias adjacentes ao tumor, o que possibilitaria a
expanséo tumoral. Todavia, ndo pode ser descartada a existéncia de um efeito
autécrino ou paracrino do glutamato sobre as proprias células tumorais (TAKANO et
al., 2001; ISHIUSCHI et al., 2002; ARCELLA et al., 2005, ISHIUCHI et al., 2007). De
fato, o uso de antagonistas dos receptores NMDA e dos receptores AMPA reforca
esta idéia ao demonstrar que sua utlizacdo diminui o crescimento tumoral de
gliomas (RZESKI et al., 2001).

Da mesma forma que os receptores ionotrépicos, a presenca de receptores
metabotropicos ligados a proteina G em GBMs também parece estar envolvida na
manutencao da viabilidade tumoral (ARONICA et al., 2003; D’'ONOFRIO et al., 2003;
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ARCELLA et al, 2005). Neste sentido, o antagonismo dos receptores
metabotropicos promoveu a inibicAo do crescimento tumoral in vitro e in vivo
(D’'ONOFRIO et al.,, 2003; ARCELLA et al., 2005). Dentre os oito subtipos de
receptores metabotropicos, pelo menos dois, sdo encontrados na membrana celular
de gliomas (ARONICA et al, 2003; D'ONOFRIO et al.,, 2003). Estes receptores
ligados a proteina G participam da ativacdo de diversas vias intracelulares de sinal,
como a proteina-kinase ativada por mitégenos (MAPK) e do fosfatidilinositol-3-
fosfato (PI3K)/ Akt, através da ativacdo de segundos mensageiros como a guanina
trifosfato (GTP). A associagdo entre esta via de sinalizagéo e o glutamato tem sido
investigada em vérios estudos. Um trabalho verificou que a ativagdo dos receptores
de AMPA induzida pelo glutamato promove aumento na expressao do gene erbB1
que codifica receptores de fatores de crescimento, dentre eles o rEGF (DZIEDZIC et
al.,2003). Mais recentemente, outro estudo mostrou que a agdo promotora de
crescimento do glutamato nos GBMs envolve a ativagéo da via do AKT (ISCHIUCHI
et al., 2007). Ainda, num trabalho conduzido em nosso laboratério verificamos que o
tratamento com glutamato promove aumento no conteddo de AKT fosforilado na
linhagem de GBM U-87MG via ativagéo da PI3K (SCHUNEMANN et al., 2009).

1.2.4 Resposta Celular & Radiac¢ao lonizante e Mecanismos de Radioresisténcia

A radiacao ionizante induz perturbacfes na progressao das células através do
ciclo celular, envolvendo a indugéo e supresséo de produtos génicos envolvidos na
progresséo do ciclo (WILLIAMS et al., 2008).

De um modo geral, quando uma célula eucaridtica sofre algum dano
associado ao DNA pode: a) parar a sintese de DNA, permitindo que ocorra o reparo;
b) continuar o processo de replicacdo e passar seu erro adiante; ou c) ativar rotas
que sinalizam para sua morte celular. A selecdo destas opg¢des é denominada
resposta ao dano de DNA (DNA Damage Response - DDR), que se constitui numa
complexa rede de vias de sinalizacdo (COHN & D'ANDREA, 2008).

Um evento bastante importante na DDR é a répida resposta de complexos
protéicos originando cromatina na regido onde houve este dano. Assim que estas
proteinas sdo unidas em cromatina, estes complexos fornecem uma atividade de
checagem para parar a replicagdo do DNA ou acionar o reparo das bases

danificadas do DNA. Aqui, mais uma vez, a interferéncia na atuagéo e elaboragéo
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destes complexos protéicos acarreta em instabilidade genémica, e em muitos casos,
predispbem as células a transformagdes malignas (COHN & D'ANDREA, 2008).

Fotons de radiagdo ionizante podem ser absorvidos por moléculas como
riboflavina, porfirinas e proteinas do grupo heme, podendo causar dano ao DNA,
membranas e proteinas, tanto por reacdes diretas quanto pela producéo de espécies
reativas de oxigénio (reactive oxygen species — ROS). No caso da criagdo de ROS,
estas podem originar peroxido de hidrogénio, que podem produzir radicais hidroxila,
altamente reativos, capazes de originar quebras de fita simples ou dupla no DNA
(MCMILLAN et al., 2008).

Na pratica clinica, no tratamento de tumores cerebrais, a quantidade de
radiacdo ionizante € calculada pela tolerdncia dos tecidos normais ao redor do
tumor, j& que os danos causados envolvem células e tecidos de vérios tipos (FIKE et
al., 2007).

Quando irradiadas, muitas células tumorais podem sofrer apoptose, um
mecanismo de morte celular programada, caracterizada por répida perda de
integridade da membrana plasmética, fragmentacdo de DNA e expressdo de
inameros genes. No entanto, tumores, como o GBM, respondem com limitada
eficacia & radioterapia, o que é atribuido a radioresisténcia intrinseca destas
neoplasias (HUSSAINI et al., 2002; ROCHA et al., 2004; CHANG et al., 2007; NODA
et al., 2009). Neste sentido, diversos fatores de crescimento, seus receptores e vias
de sinalizagdo que bloqueiam a apoptose tem sido associados a maior tolerancia a
radiacdo ionizante dos gliomas de alto grau (JOKI et al.,2001; BOGLER & WELLER,
2002; YAO et al.,2003; GOLDING et al.,2009; MUKHERJEE et al.,2009; RLI et
al.,2009). Contudo, em relacdo ao papel do glutamato no comportamento
radioresistente dos GBMs, até o presente, ndo existem estudos disponiveis.
Certamente, os mecanismos associados a radioresisténcia intrinseca dos GBMs
devem incorporar diversas das alteragdes moleculares dos gliomas malignos e
assim, culminar num fendétipo de baixa tolerancia aos efeitos da radiacdo ionizante.
N&o se pode esperar que apenas algumas moléculas e vias sejam as responsaveis
por este comportamento, no entanto, a maior disponibilidade de informacdes podera
nos levar a construgdo das vias de sinalizagdo relacionadas a radioresisténcia e
identificacéo de alvos terapéuticos contra os GBMs.

A GSH e seus complexos enzimaticos funcionam como um sistema de

detoxificagdo que desempenha importante papel na protecdo das células contra
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danos induzidos pelos radicais livres e desta forma, podem proteger as células
contra os efeitos da radiagéo ionizante (O’'BRIEN & TEW, 1996; ZHONG et al., 1999;
YANG et al.,2006; ZENGIN et al.,2009). A liberagcdo de glutamato pelos gliomas
ocorre associada ao sistema de captagdo de cistina (sistema Xc) via um
transportador de amino4cido expresso na membrana plasmatica (SATO et al., 1999;
YE & SONTHEIMER, 1999) e a cistina € um aminoécido precursor na sintese do
agente redutor GSH. A inibicdo farmacoldgica do sistema Xc inibe a producéo de
GSH e diminui expressivamente o crescimento dos tumores cerebrais in vivo
(CHUNG et al., 2005). Além disso, o conteldo de GSH e seus sistemas, tem sido
relacionado ao padrdo de comportamento dos gliomas em resposta a tratamentos
gue induzem estresse oxidativo (ZENGIN et al.,2009; YANG et al.,2006). A maior
entrada de cistina na célula pode resultar em maior sintese de GSH, representando
um possivel mecanismo associado a radioresisténcia e progressdo dos GBMs

promovidos pelo glutamato.



2. Objetivos

Determinar o efeito da radiag&o ionizante sobre o crescimento dos cultivos
primérios derivados de GBM — UGBM1 e UGBM2.

Identificar os perfis de sensibilidade & radiacdo ionizante dos cultivos UGBM1
e UGBM2.

Avaliar o efeito do tratamento com dose ndo excitotdxica de glutamato sobre

a resposta celular dos GBM apés radiacao ionizante.

Determinar o efeito do antagonista do receptor de AMPA — DNQX - na

resposta celular induzida pelo glutamato apdés radiacdo ionizante.

Investigar o efeito do inibidor de GSH — BSO - na resposta celular induzida

pelo glutamato apos radiagdo ionizante.



3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais

O meio de cultivo utilizado neste estudo foi o D-MEM/F12 (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, EUA). O soro fetal bovino (FCS) foi obtido da Cultilab
Campinas, SP, Brasil. A tripsina/EDTA foi obtida da Sigma (St. Louis, MO, EUA).

Os reagentes utilizados nos experimentos foram de alto grau de pureza. O
glutamato, DNQX e o BSO foram obtidos da Sigma (St. Louis, NY, EUA).

A linhagem empregada num dos experimentos é derivada de GBM humano
U-87MG (GBM) adquirida através da American Type Culture Collection — ATCC
(Rockville, MD, EUA).

A lavagem das células foi realizada com Solu¢éo Salina Tamponada de Hank
(HBSS: Sigma Chemical Co St. Louis, NY, EUA) e a homogeneizagéao realizada com
Solugéo Salina Fosfato Tamponada (PBS) composta por 0,9% de NaCL (p/v), 10
mM de Na2HPO4, 10 mM de NaH2HPO4 pH 7,4.

O material utilizado nas culturas foi lavado com Extran Alcalino (Merck, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil), enxaguado com agua da torneira (6 vezes) seguido de agua
destilada (5 vezes). Posteriormente, foi autoclavado a 120°C, 1 atm por 40 min
(vidraria), 30 min (material plastico), ou 20 min (filtro com membrana de 0,2 pum).
Apos serem lavados e esterilizados, os materiais foram mantidos em estufa a 120°C
(vidraria) ou 50°C (plastico) até o momento de serem utilizados.

Os meios de cultura, salinas e demais soluges foram preparados com agua
obtida de sistema de purificacdo Milli-Q Plus (Millipore Industria e Comércio Ltda.,
S&o Paulo, SP, Brasil). As solugbes utilizadas nas culturas foram esterilizadas
atraves de filtracdo em membrana de 0,2 um. A esterilidade destas solucdes foi
testada, 24h antes do uso, em caldo triptona de soja (Unipath Ltda., Hampshire,
Reino Unido) a 37°C.

A autoclave foi periodicamente monitorada para identificacdo de
microorganismos com kit para teste de autoclave ATTEST1262 (3M Healthcare, St.
Paul, MN, EUA).
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3.2 Métodos

3.2.1 Locais de Realizacéo do Estudo

A cirurgia e acompanhamento dos pacientes foram realizados no Hospital
Beneficéncia Portuguesa em Porto Alegre, RS. Os cultivos celulares, os tratamentos
e as avaliagbes de respostas celulares foram realizados no Laboratério de
Marcadores de Estresse Celular do Prédio 22, 5% andar, Universidade Luterana do
Brasil, Canoas, RS. A radioterapia foi realizada no Servico de Radioterapia do
Hospital S&o Lucas da PUCRS em Porto Alegre, RS.

3.2.2 Obtengédo das Amostras de Tumor

Os dois cultivos primarios de GBM, denominados UGBM1 e UGBM2, foram
produzidos a partir de amostras coletadas de dois pacientes do sexo masculino, de
49 e 66 anos, respectivamente. A cirurgia e acompanhamento dos pacientes foram
realizados no Hospital Beneficéncia Portuguesa de Porto Alegre. O espécime de
tumor foi transportado ao laboratério para o isolamento das células.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da ULBRA (Anexo
1). Ambos os pacientes assinaram um termo de consentimento, autorizando 0 uso

das amostras cirargicas para estudo (Anexo 2).

3.2.3 Preparo e Manutencéo do Cultivo Celular

O cultivo celular primario foi estabelecido de acordo com FARR-JONES
(1999). Apdés a bidpsia, fragmentos de aproximadamente 3 mm foram
encaminhados ao laboratério para processamento. As amostras foram dissociadas
mecanicamente, excluindo-se o estroma e os vasos. As células foram incubadas em
EDTA/ tripsina por 20 minutos e centrifugadas a 1400 rpm durante 10 minutos. O
pellet celular foi semeado em frascos de cultivo contendo meio DMEN/F12, 20% de
soro fetal bovino (FCS) e amino4cidos ndo essenciais. Os cultivos celulares foram
mantidos a uma temperatura de 37°C, a umidade relativa minima de 95%, e a
atmosfera de 5% de CO2.



25

Os experimentos foram realizados apds estabilizacéo dos cultivos em meio de
cultivo com apenas 0,5% de FCS. Para isto, os cultivos foram sofrendo trocas de
meio com diminuicdo na concentragdo de FCS durante 7 dias de cultivo. Todos os
experimentos foram realizados com células depois de 50 passagens e o crescimento
celular superior ao estado de confluéncia foi controlado por remog¢&o das células do
frasco de cultura, utilizando solugéo de tripsina/EDTA.

A viabilidade celular maior que 95% foi confirmada pelo teste de excluséo azul

de trypan.

3.2.4 Tratamento dos Cultivos Celulares com Radiacao lonizante

O tratamento com radiacao ionizante foi realizado através da exposicdo dos
cultivos em semi-confluéncia de UGBM1 e UGBM2 mantidos em frascos de 25 cm?2.
Nestas condigfes, as células foram tratadas com doses de 2, 5 e 10 Gy de radiagéo
ionizante, com tempos de exposicado de 1'76”°, 439" e 879", respectivamente,
utilizando-se um acelerador linear Telecobalto Theratron Phoenix Philips SR 7510
(Eindhoven, Holanda), com uma distancia fonte-campo de 70 cm. Este tratamento foi
realizado no Servigo de Radioterapia do Hospital S&do Lucas da PUCRS em Porto

Alegre.

3.2.5 Tratamentos dos Cultivos Celulares com Glutamato, DNQX ou BSO

Os cultivos de UGBM1 e UGBM2 foram tratados com glutamato ou DNQX
(6,7-Dinitroquinoxalina-2,3-dione) por 48 horas com concentragdes estabelecidas em
estudos prévios do laboratério. O L-buthionina-SR-sulfoximina (BSO) foi utilizado
como pré-tratamento de 24 horas em relagdo ao glutamato e igualmente
empregado-se dose previamente estabelecida. O glutamato foi diluido em meio de
cultura contendo 0,5% de FCS para obter uma concentragdo final de 5 mM de
glutamato. O DNQX também foi diluido em meio de cultivo com 0.5% de FCS com
ou sem 5 mM de glutamato na concentragdo de 500 uM de DNQX. O BSO foi
dissolvido em DMSO e diluido em meio de cultura com 0.5% de FCS, obtendo

concentracao de 25 uM de BSO.
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3.2.6 Determinacéo do Efeito da Radiagdo ou Glutamato na Viabilidade Celular

Para analisar o efeito imediato da radia¢@o ou glutamato, avaliamos o numero
de células viadveis a cada 24 horas durante 6 dias, utilizando-se o método de
excluséo por trypan blue. Assim, as células tratadas e néo tratadas foram inoculadas
na densidade de 1500 células/ well em placas de 24 wells.

A cada 24 horas, os cultivos foram incubados com 0,4% de trypan blue por 10
minutos. As células coradas e néo coradas foram quantificadas em hemocitdmetro
em microscoépio invertido. A viabilidade celular foi expressa a partir da raz&o entre as
células coradas e ndo coradas. Através desses achados se pode determinar a

proliferagéo celular dos cultivos.

3.2.7 Determinagao do efeito do Glutamato, DNQX ou BSO na formacéo de col6nias

Para avaliar o efeito tardio da radiagdo ou dos tratamentos com glutamato,
DNQx ou BSO, determinamos a formacdo de colbnias nos cultivos de UGBM1 e
UGBM2. Para isto, as células tratadas e n&o tratadas foram inoculadas em placas de
cultivo de 6 wells, na densidade de 400 células/well.

Apos a inoculagdo, as placas foram mantidas em incubadora, a temperatura
de 37°C, em atmosfera de 5% de CO2 e umidade de 95%, por 14 dias. O meio de
cultura foi trocado a cada 48 horas.

Ap6s o término dos 14 dias, as células foram fixadas com etanol 70% a 4°C e
coradas com cristal violeta 0,1% para contar o niUmero de col6nias formadas. Foram
consideradas as colénias com mais de 50 células, e a fracdo de sobrevivéncia (SF)

foi calculada de acordo com a seguinte formula:

SF = Numero de colbnias nas células tratadas X 100
NUmero de colbnias nas células controle

3.2.8 Andlise Estatistica

Os experimentos foram realizados pelo menos trés vezes em triplicata. A

analise estatistica dos dados foi realizada através do teste t de Student com p<0,05.
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As analises foram realizadas através de programa estatistico Instat versdo
3.01 (Graphpad,USA).



4. Resultados

4.1 Caracterizagao da amostra

Os dois cultivos primarios de GBM, denominados UGBM1 e UGBM2 foram
produzidos a partir de amostras coletadas de dois pacientes do sexo masculino, de
49 e 66 anos, respectivamente (Tabela 2). Nenhum dos pacientes recebeu
quimioterapia ou radioterapia anteriormente ao procedimento cirdrgico. O espécime
de tumor foi ressecado e utilizado para o isolamento das células. O diagndéstico
patolégico do tumor foi de GBM levando-se em consideragdo as caracteristicas
histolégicas de proliferagdo vascular, hipercelularidade, figuras mit6ticas, nucleo
gemistocistico e necrose.

De acordo com a histéria clinica (Tabela 2), a sobrevida de ambos os
pacientes foi praticamente a mesma, visto que o paciente portador do tumor UGBM1
faleceu um més antes do paciente portador do tumor UGBM2. No entanto, apesar de
terem praticamente a mesma taxa de sobrevida, as dimensdes dos tumores,
calculadas de acordo com XUE (1999), divergem expressivamente. O tumor UGBM1
apresentava um volume maior (60, 36 mm3) que o tumor UGBM2 (41, 63mm3). A
localizacdo dos tumores também foi distinta. O UGBML1 estava localizado na regido
temporal e 0 UGBM2 se encontrava na regiao occipital (Figura 1). Entretanto, ambos
0s tumores estavam tipicamente localizados de acordo com a apresentacdo do GBM
(MANSKY & HAMILTON, 2001; SALMAGGI et al., 2005).
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Tabela 2. Caracteristicas clinicas dos pacientes de onde foram obtidas as amostras para
os cultivos de UGBM1 e UGBM2.

Pacientes
| 1
Cultivo celular UGBM1 UGBM2
Idade 49 anos 66 anos
Sexo Masculino Masculino
Histologia GBM GBM
Apresentacéo clinica Dor de cabeca Paralisia do brago direito
(transitoria)
Perfomance status 1 1
Localizag&o do tumor Lobo temporal direito Lobo occipital esquerdo
Extenséo daresseccéao Bidpsia Bidpsia
Sobrevida p6s-diagndstico | 4 meses 5 meses

Figura 1. Imagens obtidas por ressonancia magnética dos dois pacientes do estudo. (A) No
paciente 1 se observa massa com area hemorragica na porcao temporal direita. As porcdes
laterais e do terceiro ventriculo aparecem dilatadas. (B) O paciente 2 apresenta uma grande
massa no lobo occipital esquerdo. Areas de necrose e edema estdo presentes. Barra de
escala (5 cm)
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De um modo geral, os GBMs podem se apresentar com diferentes aspectos
morfoldgicos, tais como: epitelial, fibroblastico, glial e formas poligonais, conforme
destacado pelo American Type Culture Colection (Rockville, MD,USA). Na Figura 2 é
possivel visualizar uma fotografia de um cultivo representativo das células UGBML1 e
UGBM2 em monocamadas observadas ao microscépio invertido. A analise in vitro
revela que os dois tipos celulares apresentam-se com morfologia de célula epitelial.
Essencialmente, UGBM1 e UGBM2 tém a mesma morfologia fusiforme com longos
processos celulares. Ainda, o aspecto dos cultivos de UGBM1 e UGBM2 é bastante
semelhante ao que se verifica no cultivo da linhagem de GBM ja estabelecida — U-
87MG, utilizada neste trabalho como comparativo para os cultivos primarios. A

morfologia dos cultivos de UGBM1 e UGBM2 foi observada desde a terceira

passagem na cultura e ndo sofreu alteragdes até a 120° passagem.

Figura 2. Caracteristicas morfolégicas dos cultivos de UGBM1, UGBM2 e U-87MG em
monocamada. As analises foram realizadas em microscépio invertido em (A) UGBM1 na
passagem 120, (B) UGBM2 na passagem 80 e (C) na linhagem celular U-87MG. Aumento
X400. Barra de escala (10 pm).

4.2 Efeito da Radiagédo lonizante sobre a Proliferagéo Celular

Posteriormente, os cultivos celulares foram submetidos a radioterapia, tendo
como objetivo principal a caracterizacdo do efeito agudo da radiacdo ionizante sobre
a proliferacdo dos cultivos de UGBM1 e UGBM2. Desta forma, os cultivos foram
submetidos a doses de 2, 5 ou 10 Gy de radiagcdo. Imediatamente apdés o
tratamento, foram realizadas curvas de crescimento, onde as células viaveis foram

guantificadas a cada 24 h durante 6 dias de cultivo.
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Os resultados obtidos nestes experimentos demonstram diferencas de
resposta a radiag@o entre os cultivos estudados (Figura 3). De um modo geral, as
células irradiadas sofreram diminuicdo no seu crescimento, enquanto os controles
(ndo irradiados) mantiveram o seu crescimento exponencial. As células irradiadas
sofreram diminuicdo na proliferacéo, de acordo com a dose de radiagdo, embora
com diferengas entre os cultivos estudados. Na dose de 2 Gy, o cultivo de UGBM1
nao apresentou queda significativa na proliferagéo celular (Figura 3A). Enquanto a
UGBM2 demonstrou queda significativa da proliferagdo a partir do segundo dia
posterior ao tratamento com esta dose (p<0,05) (Figura 3B). Com o tratamento de 5
Gy, ambos os cultivos apresentaram queda significativa na proliferagdo celular a
partir do segundo dia (p<0,05). O efeito mais pronunciado sobre a proliferacéo
celular foi observado na dose de 10 Gy, onde em ambos os cultivos se verifica

diminuic&o significativa no crescimento celular apos as primeiras 24 h (p<0,05).
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Figura 3. Namero de células viaveis ap6s irradiagdo dos cultivos de UGBM1 (A) e UGBM2
(B). Apos a irradiacdo com 2, 5 ou 10 Gy as células viaveis foram quantificadas a cada 24 h
durante 6 dias utilizando-se o método de coloragdo por exclusédo trypan blue. Os resultados
representam valores de média (n=6) e desvio padréo de 3 experimentos independentes. Nos
cultivos de UGBM1 e UGBM2 ocorre diferenca com significancia estatistica nos tratamentos
com 5 Gy a partir do dia 2 e com 10 Gy a partir do dia 1. Enquanto nos cultivos de UGBM2
ja ocorre diferenca com significancia estatistica no tratamento com 2 Gy a partir do dia 2.
Em ambos os cultivos as diferencas se mantém até o dia 6 de cultivo (p< 0,05).

4.3 Efeito da Radiagéo lonizante sobre a Formacé&o de Colonias Celulares

Considerando que muitos dos danos celulares desencadeados pela radiagao
podem ser reparados, a avaliacdo do efeito da radiagédo na proliferacdo num periodo
mais prolongado, € fundamental. Com esta finalidade, o efeito tardio da radiag&o foi
investigado por ensaio clonogénico, 14 dias apos irradiacdo.

Assim, as células foram submetidas a radiagdo com 2, 5 ou 10 Gy.
Posteriormente, as células foram inoculadas em placas de cultivo para a avaliagdo
do efeito da radiagdo sobre o nimero de colbnias, 14 dias apos o tratamento. Nestes
experimentos, as fragbes de sobrevivéncia foram calculadas a partir da razédo do
namero de coldnias formadas no grupo irradiado pelo nimero de colbnias formadas
no grupo controle (PETERSEN et al., 1996).
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Os resultados destes experimentos estdo de acordo com os padrbes de
comportamento das diferentes linhagens observados como efeito imediato apés
irradiagdo. Com 2 Gy de irradiagéo, a UGBM2 apresentou queda de 40% na fracéo
de sobrevivéncia (p<0,05). Nesta mesma dose, ndo se observa diminuicéo
significativa na fragcdo de sobrevivéncia do cultivo de UGBM1. Com o tratamento de
5 Gy, ambos os cultivos tiveram redugdo na fragdo de sobrevivéncia. O cultivo de
UGBM1 apresentou uma diminuicdo de 40% na fragdo de sobrevivéncia, quando
comparado ao controle, enquanto na UGBM2 se observa diminuicdo de 55%
(p<0,05). Na dose de 10 Gy a fracdo de sobrevivéncia dos cultivos de UGBML foi de
apenas 20% e, 15% para UGBM2 (Figura 4).
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Figura 4. Fracdo de sobrevivéncia dos cultivos de UGBM1 e UGBM?2 irradiados com 2, 5
ou 10 Gy. Apds 14 dias foram quantificadas as colénias contendo > 50 células. Os valores
representam valores de média (n=6) e desvio padrdo obtidos de 3 experimentos
independentes. Os dados sao apresentados como fracéo de sobrevivéncia obtida a partir da
razdo do numero de colbnias irradiadas pelo nimero de colénias controle, expressa em
percentual. Os controles sé@o representados como 100% de fracdo de sobrevivéncia. * Valor
considerado significativamente diferente do controle p<0,05.

Desta forma, o padrdo de sensibilidade a radiacdo ionizante nos cultivos
estudados no efeito tardio foi semelhante ao efeito agudo. O cultivo de UGBM2 se
manteve mais radiosensivel quando comparado ao cultivo de UGBML1.

Dentre as doses de radiagao testadas (2, 5 e 10 Gy), a dose de 5 Gy foi

selecionada para os experimentos subsequentes, considerando que seu efeito de
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inibicdo de crescimento agudo (a cada 24 h) e tardio (14 dias) foi intermediério para

os cultivos estudados.

4.4 Efeito do Tratamento com Glutamato na Resposta Celular & Radiac¢&o lonizante

Considerando que o aminoacido glutamato tem sido associado a mecanismos
de invaséo e proliferagdo dos tumores do SNC e, que a progressao dos gliomas
malignos resulta em maior resisténcia dos GBMs a radioterapia, resolvemos avaliar
o efeito do tratamento com glutamato nas resposta celular a radiacdo ionizante.
Assim, quando iniciamos 0s experimentos para avaliar o efeito do glutamato nos
cultivos de UGBM1 e UGBM2 partimos de doses e condi¢cfes ja estabelecidas em
outros estudos conduzidos no laboratério (REGNER et al.,2005; SCHUNEMANN et
al., 2009). Resumidamente, quando iniciamos este trabalho ja sabiamos que doses
acima de 20 mM induzem efeito citotoxico na linhagem celular U-87MG, onde
identificamos um valor de IC50 de 56 mM. Também verificamos efeito indutor sobre
a proliferagcdo celular nas doses de 2 e 5 mM de glutamato na presenga de meio
sem soro. O tempo de tratamento também ficou estabelecido como sendo de 48h.

Desta forma, selecionamos a dose de 5 mM de glutamato para o tratamento por 48h.

4.4.1 Efeito do Tratamento com Glutamato na Proliferacdo Celular apds Radiagéo

lonizante

O tratamento com 5 mM de glutamato promoveu aumento na proliferacéo das
células ndo irradiadas quando comparadas aos controles. No cultivo de UGBM1 este
aumento nédo é significativo, enquanto na UGBM2 se observa aumento significativo a
partir do segundo dia (p<0,05). Na dose de 5 Gy de radiagdo se observa diminuigao
significativa na proliferagdo celular em UGBM1 e UGBM2 (p<0,05). No entanto, em
ambos o0s cultivos, o pré-tratamento com glutamato (5 mM) restabeleceu o
comportamento da proliferacdo celular ao mesmo nivel dos controles, ainda que
submetidas a 5 Gy de irradiag&o ionizante (Figura 5). Estes resultados sugerem que
o glutamato esteja envolvido em mecanismos associados a maior tolerancia do GBM

aos efeitos da radiagéo ionizante.
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Figura 5. Namero de células viaveis ap6s irradiagdo dos cultivos de UGBM1 (A) e UGBM2
(B) pré tratados ou ndo com glutamato. Os cultivos pré- tratados ou ndo com glutamato (5
mM) durante 48 horas foram submetidos ou ndo a irradiacdo ionizante (5 Gy). Apoés, as
células viaveis foram contadas a cada 24 h durante 6 dias com o método de coloragéo por
exclusao trypan blue. Os resultados representam valores de média (n=6) e desvio padréo de
3 experimentos independentes. No cultivo de UGBM2, o tratamento com glutamato promove
aumento significativo na proliferagdo quando comparado ao controle a partir do dia 2. Nos
cultivos de UGBM1 e UGBM2, o tratamento com 5 Gy promove diminui¢do significativa a
partir do dia 2. Em todos os casos, as diferencas se mantém até o dia 6 de cultivo (p< 0,05).

4.4.2 Efeito do Tratamento com Glutamato na Fracdo de Sobrevivéncia ap0s

Radiacgéo lonizante

Quando avaliamos o efeito do glutamato sobre a fracdo de sobrevivéncia
celular, o comportamento celular foi bastante semelhante ao que se observa no
efeito agudo do tratamento com glutamato e irradiagdo (Figura 6). Com 5 Gy de
irradiacdo ambos o0s cultivos apresentaram queda préxima a 50% na fracdo de
sobrevivéncia (p<0,05). Enquanto, a adicdo de glutamato promoveu aumento na
fracdo de sobrevivéncia de 30% na UGBM1 e 60% na UGBM2 (p<0,05). Da mesma
forma que no efeito imediato, o pré-tratamento com glutamato restaura a fracdo de
sobrevivéncia ao nivel do controle para ambos os cultivos de UGBM1 e UGBM2.
Estes resultados sugerem que os efeitos do glutamato sobre a indugédo de
crescimento do GBM desencadeiam mecanismos que persistem e ndo sao apenas

transitorios.
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Figura 6. Fracdo de sobrevivéncia dos cultivos UGBM1 e UGBM2 ap6s tratamento com
glutamato (5 mM) ou irradiacdo (5 Gy). Apés 14 dias foram quantificadas as coldnias
contendo > 50 células. Os valores representam valores de média (n=6) e desvio padrao
obtidos de 3 experimentos independentes. Os dados sdo apresentados como percentuais de
fracdo de sobrevivéncia obtidos a partir da razdo do nimero de colbnias tratadas pelo
namero de colbnias do controle. Os controles sdo representados como 100% de fracdo de
sobrevivéncia. * Valor considerado significativamente diferente do controle p<0,05.

No entanto, a adicdo do antagonista de receptor AMPA — DNQX, restabelece
os efeitos da radiagdo induzidos pela dose de 5 Gy (Figura 7). Estes resultados
indicam que o glutamato promove protecdo contra a radiacdo nos cultivos de
UGBM1 e UGBM2 através de mecanismos envolvendo ativacdo dos receptores
AMPA.
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Figura 7. Fracdo de sobrevivéncia dos cultivos UGBM1 e UGBM2 ap6s tratamento com
glutamato (5 mM), irradiacdo (5 Gy) ou DNQX (500 uM). Apds 14 dias foram quantificadas
as coldnias contendo > 50 células. Os valores representam valores de média (n=6) e desvio
padrédo obtidos de 3 experimentos independentes. Os dados sdo apresentados como
percentuais de fracdo de sobrevivéncia obtidos a partir da razdo do namero de colbnias
tratadas pelo numero de colénias do controle. Os controles sao representados como 100%
de fracdo de sobrevivéncia. *Valor considerado significativamente diferente do controle
p<0,05.

A liberacdo de glutamato pelos gliomas ocorre associada ao sistema de
captacdo de cistina via um transportador de aminoacido expresso na membrana
plasmatica (SATO et al, 1999; YE & SONTHEIMER, 1999) e a cistina é um
aminoacido precursor na sintese do agente redutor GSH. Assim, o0 aumento no
conteddo de GSH pode representar o mecanismo pelo qual o glutamato esta
protegendo as células de GBM contra os efeitos da radiag&@o ionizante. Desta forma,
resolvemos avaliar se a resposta celular induzida apés tratamento com glutamato e
radiacdo ionizante tem a participacdo da GSH. Para isto, as células foram preé-
tratadas com o inibidor de GSH — BSO - utilizando-se uma dose estabelecida em
estudos do nosso laboratorio.

Ao analisamos o efeito do glutamato e BSO (25 puM) na fragdo de
sobrevivéncia de UGBM1 e UGBM2 apés irradiagdo observamos que o pré-
tratamento com o inibidor de GSH promove diminuigdo significativa na fragdo se
sobrevivéncia em ambos os cultivos celulares (p<0,05), demonstrando seu efeito
radiosensibilizante. Quando o pré-tratamento com BSO foi combinado ao tratamento

com glutamato, verificamos que o efeito de protecdo do glutamato sobre o
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crescimento celular desaparece nos cultivos de UGBM1 e UGBM2 (p<0,05) (Figura
8). Assim, os resultados sugerem que a agdo protetora sobre as respostas de
UGBM1 e UGBM2 promovida pelo glutamato envolva o sistema de captacdo da
cistina, culminando na producdo de GSH. Com aumento de GSH, as células em
melhores condigbes de neutralizarem as espécies reativas de oxigénio (ROS),

geradas pela acao radiagao ionizante.
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Figura 8. Fracédo de sobrevivéncia dos cultivos UGBM1 e UGBM2 apés tratamento com
glutamato (5 mM), irradiacéo (5 Gy) ou BSO (25 uM). Apés 14 dias foram quantificadas as
colénias contendo > 50 células. Os valores representam valores de média (n=6) e desvio
padrédo obtidos de 3 experimentos independentes. Os dados sdo apresentados como
percentuais de fracdo de sobrevivéncia obtidos a partir da razdo do namero de colbnias
tratadas pelo numero de colénias do controle. Os controles sao representados como 100%
de fracdo de sobrevivéncia. * Valor considerado significativamente diferente do controle
p<0,05.



5. Discussao

Os gliomas correspondem a mais da metade de todas as neoplasias primarias
que atingem o SNC. Estes tumores estdo entre as principais causas de morte por
cancer na infancia, sédo a terceira causa de morte entre as patologias que acometem
0 SNC e sua prevaléncia tem aumentado consideravelmente na terceira idade
(FISHER et al., 2007; BRANDES, 2008). O tratamento dos gliomas de alto grau
pode envolver diversas abordagens terapéuticas. A cirurgia € a primeira linha, mas
apresenta limitagdes dada a grande capacidade de infiltragdo destes tumores, o que
deixa a resseccdo completa praticamente impossivel (BRANDES, 2008). A
radioterapia, ap0s o procedimento cirdrgico, € o principal tratamento para estes
tumores, no entanto sua eficacia é limitada em funcéo da radioresisténcia intrinseca
dos GBMs (VAN DEN BENT et al.,2005; BRANDES, 2008). Assim, a média de
sobrevivéncia dos pacientes com GBM é extremamente curta, ficando em torno de
10 meses, e apenas 3% dos pacientes sobrevivem mais de 5 anos apds resseccao
cirdrgica e tratamento com radiacao ionizante (BRANDES, 2008).

Em virtude das limitagBes éticas aos estudos com humanos, a utilizacdo de
cultivos celulares derivados de GBMs humanos tem sido muito comum como modelo
in situ das neoplasias gliais (JOHNSON et al., 2001; VOSKOGLOU-NOMIKOS et al.,
2003). Ainda que as linhagens derivadas de gliomas humanos representem uma
excelente alternativa para a investigacdo de mecanismos celulares, no nosso estudo
utilizamos cultivos celulares derivados de fragmentos teciduais de pacientes
portadores de GBMs sem historia prévia de outras neoplasias cerebrais. Os cultivos
primérios sdo considerados um modelo experimental com maior proximidade do
tecido original quando comparados ao modelo de linhagens (SHARMA et al., 2003;
KUNZ-SCHUGHART et al., 2004; KNIGHT et al., 2005).

E amplamente aceito que o sucesso da radioterapia na resposta ao
tratamento dos pacientes é limitado pela radioresisténcia dos GBMs. A
radioresisténcia dos GBMs ja foi demonstrada pela recorréncia local do volume
irradiado (SNEED et al.,1994). Assim, o entendimento das respostas moleculares
das células de GBM é crucial para a identificagcdo de estratégias terapéuticas mais
eficazes. No presente estudo, avaliamos o envolvimento do glutamato na
radiosensibilidade de dois cultivos primarios de GBM (UGBM1 e UGBM2).
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Primeiramente, verificamos que, em resposta ao tratamento radioterapico ambos os
cultvos - UGBM1 e UGBM2 - apresentaram inibicdo dose-dependente na
proliferacé@o celular tanto no periodo imediato (proliferacdo celular) quanto no tardio
(formacéo de colbnias) apos irradiagdo ionizante. Entretanto, observamos uma clara
diferenca na sua radiosensibilidade, o que se mostrou de acordo com a
heterogeneidade clinica tipicamente observada nos GBMs (HOMMA et al.,2006).

Os tumores cerebrais sdo submetidos a uma caracteristica exclusiva entre as
demais neoplasias, que é a restricdo ao seu crescimento pelo arcabougo 6sseo
constituido pelos ossos do crénio ou coluna. Neste sentido, as investigacdes
apontam o glutamato como elemento essencial ao crescimento e progresséo dos
GBMs. Tem sido sugerido que os gliomas de alto grau crescem na margem externa
do tumor, liberando o neurotransmissor glutamato diretamente no tecido cerebral
adjacente em concentra¢des que séo suficientes para causar a morte de neurdnios e
de algumas células da glia, criando assim, mais espaco para o crescimento dos
gliomas (BEHRENS, et al, 2000; CHUNG et al, 2005; SONTHEIMER, 2008; LYONS
et al.,, 2007). Atualmente, sabe-se que a capacidade de liberacdo de glutamato é
diretamente proporcional ao crescimento tumoral in vivo, independente da taxa de
proliferac@o e da atividade mitética das células investigadas (SONTHEIMER, 2008;
LYONS et al, 2007). H& duas possiveis hipoteses para estes achados: (1) o
glutamato liberado pela célula tumoral facilita a expansdo do tumor ao provocar a
degeneragdo do tecido neural adjacente e a liberacdo de substancias pro-
inflamatoérias que podem favorecer o crescimento tumoral; (2) o glutamato pode
estar agindo diretamente sobre as células tumorais como um fator trofico.

Quando avaliamos a citotoxicidade do glutamato nos cultivos de UGBML1 e
UGBM2 (dados ndo mostrados neste trabalho), verificamos em estudos piloto do
nosso laboratorio que ambos os cultivos celulares demonstraram resisténcia relativa
aos efeitos do glutamato. Estes resultados estdo de acordo com estudos prévios
conduzidos por nosso grupo (REGNER et al., 2005, SCHUNEMANN et al., 2009) e
também com investigagBes de outros grupos de pesquisa (CAMPBELL et al., 1985;
YE et al., 1999; TAKANO et al., 2001). Comparativamente, a resisténcia aos efeitos
citotoxicos do glutamato em GBMs foi pelo menos 45 vezes maiores que as
concentracgdes téxicas nos tecidos gliais normais (CHEN et al., 2000; MATUTE et al.,
2002). O tratamento com 5 mM de glutamato promoveu aumento na proliferacéo das

células. No cultivo de UGBM1 este aumento ndo é significativo, enquanto na
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UGBM2 se observa aumento significativo, indicando mais uma vez, a
heterogeneidade tipica dos GBMs (HOMMA et al., 2006). No entanto, quando o
glutamato foi adicionado em associagdo com a irradiagéo ionizante, as diferencas
entre os cultivos ndo puderam ser observadas. Em ambos os cultivos, o tratamento
com 5 mM de glutamato tornou as células mais tolerantes aos efeitos da radiacao
ionizante e o crescimento se manteve nos niveis do controle.

Diferentemente dos neurdnios, que expressam receptores NMDA, as células
do GBM expressam uma subclasse de receptores AMPA que sdo permeaveis ao
calcio quando possuem as subunidades no receptor GIuR1, GIuR4 e GIuR2Q, mas
impermeaveis ao céalcio na subunidade GluR2 (SONTHEIMER, 2003). A adi¢do do
DNQX, antagonista dos receptores AMPA nos cultivos de UGBM1 e UGBM2 desfaz
o efeito estimulatério sobre o crescimento verificado por aumento na fracdo de
sobrevivéncia quando é realizado tratamento com 5 mM de glutamato, indicando o
envolvimento dos receptores AMPA nas respostas mediadas pelo glutamato apdés a
radiacdo ionizante. Neste sentido, diferentes estudos identificaram papel relevante
dos receptores AMPA na progresséo, crescimento e invasao dos gliomas malignos
(VAN VUURDEN et al.,, 2009; VANHOUTTE & HERMANS, 2008). Estes achados
terminaram encorajando e justificando a conducédo de estudos clinicos em gliomas
malignos com o inibidor de receptor AMPA — talampanel. Os resultados, muito
recentes, do protocolo de fase Il encorajam a continuidade das investigagdes, tendo
em vista que o agente tem excelente penetrancia no SNC e boa tolerabilidade
(IWAMOTO et al., 2010).

A habilidade da radioterapia de induzir dano ao DNA e apoptose esta bem
documentada em varios tipos de células (BERNHARD, 1999; LOWE, 2000;
WATTERS, 1999). Contudo, a analise dos efeitos a curto prazo da radiacdo em
gliomas de alto grau néo identificaram a rapida indugéo de apoptose encontrada em
outras ceélulas (BOGLER, 2002; YAO et al., 2003). De fato, mecanismos
antiapoptoticos foram relacionados com a radioresisténcia intrinseca das células de
GBM (BOGLER, 2002). Muta¢des oncogénicas bem caracterizadas detectadas em
um namero significativo de gliomas malignos de alto grau incluem: superexpressao
ou amplificagdo de genes envolvidos com fatores de crescimento e/ou seus
receptores, perda de funcéo de genes TP53 e/ou Rb de checagem no ponto G1 do
ciclo celular, ou ainda a superexpresséo de p53. Frequentemente a superexpressao

do gene mdm-2, alteracdes em genes antiapoptoticos com o bcl-2 e dele¢cdes em



42

genes que codificam para certos inibidores de quinases ciclina-dependente também
sdo observadas em gliomas (BEHIN, 2003; KANU et al., 2009). Portanto, o0 aumento
da resposta apoptética seguida da radiacdo em células malignas de gliomas tem
sido foco de estudo na neuro-oncologia. Nos experimentos deste trabalho né&o
avaliamos a apotose e seus marcadores, no entanto, observamos que a adigdo de
glutamato tornou os cultivos mais tolerantes a radiagdo ionizante garantindo a
continuidade da proliferacdo celular logo imediatamente apds a radioterapia. Neste
caso, € possivel sugerir que estdo sendo desencadeadas vias antiapoptose nas
células tratadas com glutamato. Os mecanismos envolvidos nesta resposta nao
foram investigados neste estudo, abrindo-se aqui uma perspectiva de investigagao
para estudos futuros.

A liberagéo de glutamato pelos gliomas ocorre como uma consequéncia da
captacdo do aminoacido cistina via sistema Xc expresso na membrana plasmatica.
Através deste sistema a célula importa cistina na troca por glutamato (YE &
SONTHEIMER, 1999; SATO et al., 1999). No interior da célula, a cistina é utilizada
como precursor na sintese do agente redutor GSH. A inibicdo farmacoldgica do
sistema Xc inibe a producéo de GSH e diminui expressivamente o crescimento dos
tumores cerebrais in vivo (CHUNG et al., 2005). Além disso, o contetdo de GSH e
seus sistemas, tem sido relacionado ao padréo de comportamento dos gliomas em
resposta a tratamentos que induzem estresse oxidativo (ZENGIN et al.,2009; YANG
et al.,2006). A radiacdo ionizante promove danos celulares através da geracdo de
espécies reativas de oxigénio. Assim utilizando-se de sistemas antioxidantes, os
gliomas se protegem dos potencias danos (ZHONG et al., 1999; MARTIN et al.,
2007). Desta forma, o aumento no conteuddo de GSH pode representar um
mecanismo pelo qual o glutamato estd protegendo as células de GBM contra 0s
efeitos da radiagdo ionizante. Ao analisamos o efeito do BSO na fragdo de
sobrevivéncia de UGBM1 e UGBM2 apés irradiacdo, observamos que o pré-
tratamento com o inibidor de GSH promove diminuigdo significativa na fragdo se
sobrevivéncia em ambos os cultivos celulares, demonstrando efeito
radiosensibilizante. Quando o pré- tratamento com BSO foi combinado ao
tratamento com glutamato, verificamos maior efeito da radiagdo ionizante na inibigcao
de crescimento em UGBM1 e UGBM2. Assim, os resultados sugerem que a acao
protetora sobre as respostas de UGBM1 e UGBM2 promovida pelo glutamato

envolva o sistema de captagéo da cistina, culminando na produgédo de GSH.
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Além disso, a terapia com radiagdo pode aumentar a ativagdo de rotas
intracelulares de rEGF apos o tratamento, o que pode contribuir contra a morte
celular induzida por radiagdo ionizante. A estimulagdo de rEGF pelo fator de
crescimento pode levar a uma ativacdo do fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K), que
catalisa a conversédo do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol
3,4,5-trifosfato (PIP3). Por fim, os PIP3 associados a membrana ligam-se e ativam a
proteina quinase serina-treonina Akt (CANTLEY & NEEL, 1999). Embora, neste
trabalho, ndo tenhamos investigado a participagdo da via do rEGF na resposta a
radiagdo ionizante, poderemos esperar 0 seu envolvimento, ainda que parcial, na
resisténcia a radioterapia dos GBM induzida pelo glutamato, pois estivemos
empregando as mesmas condigdes de tratamento empregadas em outro estudo do
laboratério, onde encontramos que o glutamato promove aumento na via de
sinalizacdo do rEGF em GBMs (SCHUNEMANN et al., 2009).

Ainda que os cultivos celulares proporcionem um bom modelo do
comportamento e da biologia dos tumores, néo refletem a realidade in vivo. Afinal,
ndo podem ser desconsideradas as diferengas no que diz respeito a: disponibilidade
de nutrientes, importancia do espago extracelular e presenga de células neurais
viaveis. Em situagfes in vivo, os GBMs possuem uma maior disponibilidade de
precursores para a sintese de glutamato, o que associado a morte citotoxica das
células neuronais adjacentes a massa tumoral pode elevar constantemente as
concentragdes de glutamato (ROSLIN et al., 2003). Ainda, o espago extracelular in
vivo é aproximadamente dez mil vezes menor que o espago extracelular do cultivo
em monocamada. No entanto, as informagdes sobre mecanismos e comportamento
celular identificados nos cultivos celulares sdo etapas necessérias e fundamentais
para se avaliar a possibilidade de estabelecer protocolos in vivo ou até mesmo
clinicos para a investigacéo terapéutica (DJEDID et al., 2009; KANU et.al.,2009).

Em suma, os resultados do nosso estudo demonstram que o glutamato, além
de promover crescimento dos GBMs deve estar envolvido em mecanismos de
resisténcia a radioterapia via receptores AMPA e utilizando-se do sistema GSH.
Ainda que os achados deste estudo ndo possam nos levar a uma explicagéo relativa
ao mecanismo que correlaciona estes fendbmenos, é possivel sugerir que o papel
protetor do glutamato na resposta celular ao estresse oxidativo, induzido pela
radiagcdo ionizante, seja mais amplamente investigado para que se possa avaliar

estratégias de radiosensibilizagdo dos GBMs.



6. Conclusodes

O tratamento com radiacéo ionizante provoca diminuicdo no crescimento dos
cultivos de UGBM1 e UGBM2.

Os cultivos de UGBM1 e UGBM2 apresentam sensibilidades diferentes a
radiagdo ionizante tanto na sua resposta imediata quanto na tardia. Na dose
de 2 Gy, o cultivo de UGBM2 sofre inibicdo significativa na proliferagéo e
fracdo de sobrevivéncia enquanto na UGBML1 néo se observa efeito.

Nas doses de 5 Gy e 10 Gy de irradiagdo, ambos o0s cultivos sofreram
diminuic&o significativa de crescimento imediata ou mais tardiamente apos o0s
tratamentos.

O tratamento com glutamato (5 mM) promoveu aumento significativo na
proliferagdo de UGBM2, o que néo se observou no cultivo de UGBML1.

O pré-tratamento com glutamato (5 mM) restabeleceu o comportamento da
proliferac@o celular dos cultivos de UGBM1 e UGBM2 ao mesmo nivel dos
controles, ainda que submetidas a 5 Gy de irradiagéo ionizante.

A adicdo do antagonista do receptor AMPA — DNQX restabeleceu os efeitos
inibitérios da radiag@o ionizante (5 Gy) em ambos os cultivos celulares,
indicando que os efeitos protetores do glutamato na resposta a radioterapia
nos GBMs séo mediados pelos receptores de AMPA.

O inibidor de GSH — BSO - promoveu diminuigdo significativa na fragéo se
sobrevivéncia tanto como tratamento Unico como quando combinado ao
glutamato (5 mM), sugerindo que a agao protetora sobre as respostas do

glutamato a radioterapia em UGBM1 e UGBM2 envolve o sistema GSH.
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Anexo 2. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:

Titulo da pesquisa: Caracterizagdo molecular de cultivos primarios de gliomas humanos.

O estudo da biologia do cancer € extremamente importante para a busca de novas
alternativas terapéuticas. Este estudo tem como principal objetivo caracterizar diversos aspectos da
progressao tumoral das neoplasias cerebrais primarias durante o cultivo celular e comparar os
resultados obtidos a realidade do tratamento clinico do paciente portador desta neoplasia. Apos a
conformidade com o estudo sera realizado um questionario sobre a apresentacédo e a evolucéo clinica
e radiolégica do tumor. Concomitantemente, sera coletada uma amostra de sangue venoso para
realizacdo de testes laboratoriais. Ap6s a cirurgia de retirada do tumor sera coletado microfragmentos
da peca cirtrgica. Os microfragmentos serdo enviados para o CPCM onde as células tumorais seréo
mantidas em cultivo celular para realizacao de testes laboratoriais. Durante 0 acompanhamento da
evolucdo clinica, apés o procedimento cirlrgico, sera coletada uma amostra de sangue venoso a
cada dois meses para acompanhamento dos testes laboratoriais realizados. Os procedimentos
realizados neste estudo sdo de minimo risco a integridade do paciente. Os riscos incluem hematomas
no local da puncdo venosa e trombose venosa superficial do vaso puncionado. Nao havera
desconforto adicional aos pacientes durante a realizagdo do estudo. Por fim, ressaltamos que a
concordancia em participar deste estudo ndo implicara em qualquer modificagdo nas condutas de sua
equipe de atendimento médico.

Eu, , fui informado dos objetivos da pesquisa

acima de maneira clara e detalhada. Recebi informag6es especificas sobre cada procedimento no
gual estarei envolvido, dos desconfortos ou riscos previstos, tanto quanto dos beneficios esperados.
Todas as minhas duavidas foram respondidas com clareza e sei que poderei solicitar novos
esclarecimentos a qualquer momento. Além disso, sei que novas informacdes, obtidas durante o
estudo, me serdo fornecidas e que terei liberdade de retirar meu consentimento de participacdo na
pesquisa, face a estas informacdes. Todas as informacdes por mim fornecidas terdo carater
confidencial.

Fui informado que caso existirem danos a minha sadde, causados diretamente pela pesquisa,
terei direito a tratamento médico e indenizagcdo conforme estabelece a lei. Também sei que caso

existam gastos adicionais, estes serao absorvidos pelo orcamento da pesquisa.

Assinatura do Paciente

Assinatura do pesquisador Data: / /
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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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