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RESUMO

Gliomas malignos correspondem a um grupo heterogéneo de tumores do sistema
nervoso central (SNC). A maioria destes tumores se origina da transformacao neoplasica
de astrocitos, com crescimento inicial lento, progredindo para astrocitomas que podem
originar a forma mais agressiva de tumores derivados de células gliais. Astrécitos
transformados perdem a capacidade de controlar sua proliferacdo e ainda de exercer seu
papel como reguladores das fungées do SNC. Gliomas ativam mecanismos capazes de
aumentar os niveis extracelulares de glutamato. Desta forma, estas células podem se
tornar capazes de causar a morte das células peritumorais por excitotoxicidade
glutamatérgica, constituindo assim uma via de invasao, resisténcia e crescimento tumoral.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o transporte de glutamato em células de
glioblastoma humano A172, apds o tratamento com o quimioterapico cisplatina. Nao
foram observadas alteracées na viabilidade destas células apds o tratamento com
cisplatina (50 e 100 pM). Demonstramos também um aumento significativo e dose-
dependente na liberacao de glutamato por estas células tratadas com cisplatina. Ainda, a
inibicdo do trocador cistina-glutamato com sulfasalazina promoveu uma reducéo
significativa nos niveis de glutationa intracelular, sugerindo que a liberacdo exarcebada de
glutamato por estas células de glioma provavelmente é mediada por este sistema
trocador. Estes estudos sao de fundamental importancia para elucidar os mecanismos
moleculares envolvidos nestes processos e assim desenvolver novos tratamentos
coadjuvantes para os gliomas, buscando assim melhores prognésticos para pacientes

acometidos por esta doencga.
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1 - INTRODUCAO
1.1 - Tumores do sistema nervoso central

Os tumores do sistema nervoso central (SNC) estdo entre as neoplasias de pior
diagnéstico da medicina. Dificeis de tratar e com um prognéstico pobre e frequentemente
circundado de sequelas permanentes, as neoplasias do SNC foram classificadas de
muitas maneiras. A classificagao utilizada neste trabalho é a da WHO ( World Health
Organization - OMS - Organizacdo Mundial da Saude), que é uma classificacdo baseada
na histologia do tumor (Tabela 1). Com isto, é possivel classificar o tipo de cancer e

predizer, com uma boa margem de seguranga, o progndstico e evolugédo da doenca.

Tipo de tumor a ser codificado Girau Cidigo Cidigo de
OMS CID-0) Compor Tamentin
. CID-0 5" digito
Tumores astrociticns { astrocitoma)

Sub ependimal de célulus gigantes 1 Q3E4 1
Pilocitico 1 o421 ]
Buaixo gran 1 Q40K 3
Hantoastrocitoma pleomdriico [1-1m 9424 3
Anaplisico i i 3
Gliohlastoma | v | 440 3
Migod endrogliomas
Baixo gran i Q450 3
Anaplisico | 111 | a451 ]
{Migaastrocilomas
Baixo griu 1 Q382 L]
Anaplisico 111 9382 k]
Tumaores ependimais {ependimoma)
Subependimoma 1 Q383 ]
Mixopapilar | L] 1
Baixo gran 1 Q39 3
Anaplisico | 111 | 9352 3
Tumiores do plexo cordide
Papiloma 1 Q30 LI
Carcinoma | M-IV | 9350 | 3
Tumaores menronaisgliais
Crampgliogitoma | Q42 0
Canglioglioma [-11 Q505 |
Cramgliog loma anaplisico 11 Q505 3
Ganglioglioma desmoplisico infantil 1 9412 ]
Tumor neuroepitelial disembrioplisico | Q413 [
Meuwrocilama centril 1 QR0 1

Tabela 1 - Classificacdo de tumores cerebrais segundo a Organizacdo Mundial de Saude

(OMS) (modificado de Classificagédo Internacional de Doencas para Oncologia, 2005).



Nesta classificacdo, a nota que foi dada a cada tipo de tumor baseia-se na sua
agressividade e malignidade, sendo uma ferramenta médica de suma importancia no
momento de decidir o tratamento do paciente, principalmente ao que se diz respeito da
escolha de protocolos de quimioterapia e radioterapia adjuvante.

Determinou-se entao pela WHO a criacdo de quatro notas de severidade de
tumores:

¢ Nota |, se aplica a tumores com baixo potencial proliferativo e com possibilidade de
cura apenas com cirurgia.

e Nota Il define tumores infusivos que apresentam anaplasia e taxa mitotica
levemente acentuada.

¢ Nota Il é geralmente reservada a lesbes com evidéncia histolégica de malignidade,
incluindo atipia nuclear e vigorosa atividade mitética. Pacientes portadores de
neoplasias nota lll frequentemente sdo recomendados para radioterapia adjuvante

e quimioterapia.

e Nota IV é designada a tumores citologicamente malignos, mitoticamente ativos,
com tendéncias a necrose e tipicamente associados com rapida evolucao pré e pés

cirurgica, sumariamente fatal. (Kleihues et al., 1993).

O alvo deste trabalho de conclusao de curso, o glioblastoma multiforme (GBM), é
um tumor de nota IV, sendo entdo considerado de mau progndstico e com diversas

caracteristicas agravantes.



1.1.1 - Glioblastomas Multiformes

O GBM é o mais frequente tumor cerebral primario em humanos, sendo
caracterizado por um rapido crescimento e consequente alta letalidade. Pacientes
diagnosticados com GBM apresentam sobrevida menor do que um ano e, mesmo em
condicGes favoraveis, muitos portadores desta doenca morrem dentro de dois anos
(Stupp et al., 2005). A grande maioria deste tipo de tumor se origina da transformacao
neoplasica de astrécitos, com crescimento inicial lento e progredindo para astrocitomas
(Figura 1) que podem originar a forma mais agressiva dos tumores derivados de células

gliais (Ye et al., 1999).
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Figura 1 - Esquema representativo da progressao de astrocitos normais até glioblastoma

multiforme (Fonte: http://neurosurgery.mgh.harvard.edu/newwhobt.html).

A transformacao de astrécitos normais em células tumorais promove a perda da
capacidade destas células de controlar seu crescimento e, ainda, de exercer seu papel

como reguladores das fungdes do SNC, levando, entre outros, a diminuicado da captacao



do glutamato dos espacos extracelulares. Além disso, estas células tornam-se capazes de
liberar glutamato em excesso nos espacos peritumorais, causando morte das células ao
redor do tumor por excitotoxicidade, levando-as a apoptose e constituindo assim uma via

de invaséao e crescimento tumoral (Sontheimer, 2008).

1.1.2 - Glutamato

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio no SNC de mamiferos e esta
diretamente envolvido em processos que incluem plasticidade, aprendizado, memdria e
desenvolvimento neural (Meldrum, 2000). Este neurotransmissor é parte essencial de
processos bioquimicos de oxidacdo para geracdo de energia, sintese de proteinas e
formacao de compostos variados. Sua agao excitatdria no sistema nervoso foi descoberta
por Hayashi (1954), quando este verificou que a injecdo de glutamato sodico no cértex
motor de caninos e primatas levava os animais a convulsionarem (para revisédo, ver
Takeuchi, 1987). Além disto, o glutamato € mediador quimico de cerca de 80 a 90% das
sinapses excitatorias do cérebro (McKenna, 2007).

O glutamato pode ser sintetizado de duas formas: a partir do a- cetoglutarato (a-
CG) do ciclo de Krebs, sendo a desidrogenase do acido glutdmico (GDH) a enzima
responsavel por catalisar esta reagdo. Nos astrécitos, o glutamato pode seguir quatro
destinos diferentes: 1 - voltar para o ciclo de Krebs como a-CG, reacéo catalisada pela
propria GDH, ou pela aspartato aminotransferase (AAT); 2 - ser utilizado para a sintese de
glutationa; 3 - ser metabolizado para a formacao de CO2 e H20; 4 - ser substrato para a
sintese da glutamina (Figura 2) pela glutamina sintetase (GS), que € uma enzima chave
em duas importantes vias bioquimicas: no figado a GS catalisa a detoxificagcdo da aménia
e no cérebro, além deste papel, garante a reciclagem do neurotransmissor glutamato,

estando localizada nos astrécitos (Matthews et al, 2005).
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A glutamina é liberada pelos astrocitos e captada por neurbnios para ser
novamente convertida em glutamato pela enzima glutaminase ativada por fosfato (PAG),
ciclo este conhecido como glutamina-glutamato. Normalmente, quando ha excesso de
glutamato extracelular, as células gliais atuam no sentido de diminuir a excitabilidade e
excitotoxicidade produzida por glutamato. Para isso, estas células captam o glutamato e o
utilizam como substrato para a sintese de proteinas ou moléculas como a glutationa, que

€ neuroprotetora (Guimaraes-Souza, 2010).

Glicose Glicose
glicélise Y glicolise
Y Y
Piruvato Piruvato

Glutationa

Ciclo de
Krebs

Ciclo de

Krebs

AAT / GDH

a-CG

s QAT{GDH Glulamatofr:.-
GE;-T* Glutamato <= Glutamato 4 | GDH
GSlTF’AG PAG
Glutamina ——> Glutamina —— Glutamina
ASTROCITO NEURONIO

Figura 2 — Esquema ilustrando o ciclo glutamato-glutamina realizado pelos astrécitos

(modificado de McKenna, 2007).
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O glutamato, apo6s ser sintetizado, é entdo estocado nas vesiculas que se
encontram no terminal pré-sinaptico. No momento em que se da a despolarizacdo dos
terminais sindpticos glutamatégicos, o glutamato que se encontra nas vesiculas € liberado
para o meio extracelular (fenda sindptica) para interagir com seus receptores ionotrdpicos
e metabotrépicos que estdo localizados nas membranas pré e pos-singpticas e
membranas gliais. Ap6s esta interacédo, o glutamato é removido da fenda sinaptica pelos
transportadores de glutamato dependentes e independentes de sodio (Anderson &
Swanson, 2000; Danbolt, 2001; Santos et al., 2006).

Sao conhecidos cinco tipos de transportadores de glutamato dependentes de sodio
que estao bem identificados e caracterizados: GLAST (EAAT1), GLT-1 (EAAT2), os quais
sdo astrocitarios, EAAC1 (EAAT3), EAAT4 e EAATS, os quais sdo neuronais (Amara &
Fontana, 2002). Os transportadores de glutamato (Figura 3) localizados nas membranas
das células gliais sdo de fato os responsaveis pela manutencdo dos baixos niveis
extracelulares de glutamato, garantindo dessa forma a homeostase celular (Anderson &
Swanson, 2000; Tanaka 2000; Amara & Fontana, 2002).

Além dos transportadores classicos de glutamato, é conhecido um outro tipo de
transportador glutamatérgico - o sistema trocador de cistina-glutamato, também conhecido
como sistema X;. Este € um transportador de glutamato independente de sédio, o qual
promove o efluxo de glutamato concomitante ao influxo de cistina. Embora ndo se tenha
totalmente claro como as células tumorais regulam a liberacdo de glutamato, diversos
trabalhos demonstram que o trocador cistina-glutamato esta envolvido na liberagcéao
exarcebada de glutamato por células de glioma (Ye et al., 1999; Lyons et al., 2007;
Sontheimer, 2008).

O trocador cistina-glutamato é composto por dois dominios proteicos ou
subunidades diferentes: a subunidade 4F2hc, que determina a regulacao e localiza¢ao do

heterodimero na membrana, chamada de cadeia pesada regulatéria e a subunidade xCT
12



que tem acgdo catalitica chamada de cadeia leve catalitica (Sontheimer, 2008). Em células
astrocitarias normais existe uma expressao constante de 4F2hc na regido perinuclear
(complexo de Golgi). Essa baixa expressao do trocador cistina-glutamato na membrana
plasmatica de células normais pode explicar a baixa liberacdo de glutamato por estas
células. Por outro lado, células de glioma expressam abundantemente o trocador cistina-

glutamato (Lyons et al., 2007; Takano et al, 2001)

Cistina
Neurdnio
pré-sinaptico

Astrécito

Figura 3 — Esquema representativo dos tipos de transportadores de glutamato presentes
nas sinapses glutamatérgicas. () Transportadores de glutamato em astrocitos, GLAST e
GLT-1; (ll) transportadores de glutamato em neurénios pos-sinapticos, (lll) nos terminais
pré-sinapticos e (IV) nas vesiculas sinapticas; (V) influxo de cistina pelo transportador
antiporte de glutamato-cistina do tipo xCT. Glu: glutamato. ATP: adenosina trifosfato.

Adaptado de Danbolt (2001).
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O trocador cistina-glutamato funciona transportando uma molécula de cistina
(forma oxidada da cisteina) para o meio intracelular e libera uma molécula de glutamato
para o meio extracelular. A cistina é precursora da glutationa (GSH), que exerce um papel
protetor contra o estresse oxidativo enddgeno por espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (ROS e RNS) e exdgeno por radiacdo e quimioterapicos (McBean, 2002).
Assim, as células de glioma podem causar a morte das células normais do tecido ao redor
do tumor e, além disto, aumentar as defesas antioxidantes das células tumorais,

tornando-as mais resistentes e proporcionando ao tumor maior capacidade invasiva.

1.2 - Quimioterapia e Cisplatina

Quimioterapia e a radioterapia ainda sao as principais terapias adjuvantes contra o
cancer, entretanto, apesar de décadas de pesquisas, 0 progndstico para pacientes com
esta doencga e principalmente com GBM ainda é muito ruim. Um dos quimioterapicos mais
utilizados no tratamento de glioblastomas é a cisplatina, a qual tem atividade anti-tumoral
atribuida a ligacdo ao DNA, com formacdo de adutos, originando ligacdes intra e
intercadeias que induzem alteragdes estruturais no DNA. O efeito citotdxico da cisplatina
€, assim, causado pela inibicado da transcricdo e replicacdo e induzindo a apoptose. A
tradugdo também €& afetada, mas num grau menos acentuado (Goodsell, 2006).
Entretanto, um dos fatores que pode explicar os desapontadores resultados observados
no tratamento desta doenca é a capacidade de resisténcia ou quimiorresisténcia as
drogas que as células tumorais exibem. A quimiorresisténcia é um fendmeno conhecido
como resisténcia a mudltiplas drogas (MDR — multiple drug resistance) e pode ser
relacionada a alta recorréncia e agressividade de tumores, consituindo a principal causa
dos pobres prognosticos associados a este tipo de tumor (Charest et al., 2009; Vanpouille

et al., 2009). Entretanto, os fatores pelos quais as células tumorais tornam-se
14



quimiorresistentes nao estao totalmente elucidadas. O transporte aberrante de glutamato
pelas células tumorais poderia ser um destes fatores. Desta forma, estes estudos séo de
fundamental importancia, para que se possa desvendar os mecanismos moleculares
envolvidos neste processo e assim desenvolver novos tratamentos coadjuvantes para os
gliomas e também para outros tipos tumorais, buscando assim melhores prognosticos

para pacientes acometidos por cancer.
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2 - OBJETIVO GERAL

Avaliar a modulagao da liberacéo de glutamato, bem como a expressao do sistema
trocador cistina-glutamato em células de glioblastoma humano A172 tratadas com o

quimioterapico cisplatina.

2.1 — Objetivos especificos

e Avaliar o envolvimento do trocador cistina-glutamato, na regulacao da liberacdo de

glutamato, com o uso de cisplatina e do inibidor deste sistema, sulfasalazina.

e Verificar, nestas culturas, a expressao do trocador cistina-glutamato com e sem o

tratamento de cisplatina.

e Quantificar a glutationa intracelular na linhagem A172 antes e depois do tratamento

com cisplatina e com sulfasalazina.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Culturas celulares

A linhagem de glioblastoma humano A172 foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr.
Guido Lenz, do Laboratério de Sinalizacao e Plasticidade Celular da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul. As células foram plaqueadas em garrafas de cultura de 25cm? (10°
células) ou em placas de cultura de 24 (10° células) ou 6 pocos (10° células), conforme o
experimento. As células foram mantidas em DMEM-F12 (Gibco) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB - Gibco), em atmosfera imida contendo 5% de CO, a 37°C.
Estas células atingem a confluéncia em geral em 24 horas, portanto, no dia seguinte ao
plagueamento, o meio de cultura era trocado por DMEM-F12 desprovido de SFB,

adicionado de cisplatina e/ou sulfasalazina, conforme descrito abaixo.

3.2 — Tratamentos

A cisplatina (cis-diaminodicloroplatina - Sigma) foi solubilizada em tampao salina
fosfato (PBS), pH 7,4 na concentragdo de 2mM e posteriormente foi diluida em meio de
cultura DMEM-F12, sem adicdo de SFB. Apéds a confluéncia, as células foram lavadas
com PBS e o meio de cultura com cisplatina, nas concentrac¢des finais de 50uM e 100uM,
foi adicionado e mantido em cultura por 24 horas. Para se verificar o envolvimento do
sistema trocador cistina-glutamato foi utilizada a sulfasalazina (SAS), a qual inibe este
sistema de forma especifica (Chung et al., 2005). Para isso, a SAS foi solubilizada em
DMSO (dimetilsulfoxido - VETEC) , constituindo uma solugao mae de 30mM que foi entdo
diluida em DMEM-F12 e incubada nas células em associacdo ou ndo com a cisplatina por

24 horas na concentracao final de 300 uM/mL.

17



3.3 - Viabilidade celular por MTT

Com o intuito de conhecer as melhores concentragbes de uso das drogas, foi
utilizado o método de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazdlio - GE
Healthcare). O MTT é um sal de tetrazdlio soluvel em agua, convertido em formazana
purpura ap6és a clivagem do anel de tetrazdlio por desidrogenases mitocondriais,
avaliando desta forma a viabilidade celular. As células foram plaqueadas em placas de 96
pocos e apos a confluéncia tratadas por 24 horas com cisplatina e/ou sulfasalazina. Apés
este periodo, as células foram lavadas com PBS e incubadas com MTT (0,5 mg/ml)
dissolvido em PBS por 2 horas a 37°C. A solucgéo foi entdo removida e o composto foi
solubilizado com 100 uL de DMSO e analisado em leitor de Elisa (540 nm). A viabilidade

celular é proporcional a leitura da absorbancia obtida.

3.4 - Analise da liberacao de glutamato

A liberacdo de glutamato foi realizada segundo descrito por Molz e colaboradores
(2008). As células foram plagueadas em placas de 24 pocgos e apdés a confluéncia, 0 meio
de cultura foi removido e as células incubadas com solucao salina de Hanks (HBSS) (pH
7,2) por 15 min. Em seguida foram adicionados 0,33 uCi/ml de L-[3H]aspartato
(concentracao final 100 uM - GE Healthcare) por 7 min iniciando a captacao. Apods esse
periodo as células foram lavadas 3 vezes com HBSS (CaCl; 1,29 mM (dihidratado), NaCl
136,9 mM, KCI 5,36 mM, MgSO, 0,65 mM, Na,HPO,4 0,27 mM, KH.PO4 1,1 mM, Glicose
2 mM, Hepes 5 mM) gelado para a interrupcao da atividade dos transportadores e a
retirada do excesso de L-[’H]aspartato ndo captado. As células foram entdo novamente
incubadas por 15 minutos em HBSS e o sobrenadante (efluxo) foi coletado para mensurar
a quantidade de L-[*H]aspartato liberado. Depois, as células restantes foram lisadas por

aproximadamente 12 horas com SDS (dodecil sulfato de sédio - GE Healthcare)/NaOH
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(LABSYNTH) 0,1% e o lisados foi coletado para mensurar a quantidade de L-
[*H]aspartato nao-liberado. Os niveis de L-[*H]aspartato intra e extracelulares foram
analisados por contagem de cintilacdo e calculados em nanomol de glutamato por
miligrama de proteina por minuto. A quantidade de L-[*H]aspartato liberada é expressa

em porcentagem do controle.

3.5 - Imunodeteccao do trocador cistina-glutamato

Apébs o tratamento com a cisplatina, as culturas de glioblastomas humanos A172
foram solubilizadas em tampéao de extracao de proteinas contendo Tris (10 mM), EDTA (2
mM - REAGEN) e B- mercaptoetanol (2 mM - GE Healthcare), em gelo. As proteinas
foram quantificadas pelo método de Bradford (1976) e separadas por eletroforese
desnaturante em gel de poliacrilamida (AMRESCO) 12% (SDS-PAGE) de acordo com o
sistema de Laemmli e colaboradores (1970). Depois de separadas, as proteinas
foram transferidas para membranas de nitrocelulose que foram entdo incubadas por 12
horas a 4°C com anticorpo para a subunidade regulatéria 4F2hc do trocador cistina-
glutamato (AbCam, 1:1.000). Apds esse periodo, as membranas foram incubadas por 1
hora a temperatura ambiente com anticorpo secundario conjugado a peroxidase (Sigma,
1:5.000). A imundeteccédo foi realizada pelo método de quimioluminescéncia (ECL). As
bandas proteicas imunorreativas foram analisadas por densitometria 6ética, com a
utiizacdo do software Scion Image (National Institutes of Health, EUA), sendo

normalizadas pela expressao de B-actina.

3.6 — Avaliacao da quantidade de glutationa intracelular
As células foram homogeneizadas em acido carboxilico da pirrolidona (PCA) 0,5 M,

para precipitar as proteinas e entdo centrifugadas por 15000g por 5 minutos. O
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sobrenadante foi utilizado para a analise de glutationa. A glutationa total (GSH) foi medida
através do método de Tieze, modificado por Akerboom e Sies (1981). O método se baseia
na reacdao espontdnea do DTNB (acido 5,5-ditiobis[2-nitrobenzbico]) com a GSH,
formando TNB (5-mercapto-2-nitrobenzoico) e GS-TNB (TNB conjugado a glutationa). O
GS-TNB por sua vez é reduzido novamente a GSH pela enzima Glutationa Redutase
utiizando NADPH, liberando o TNB. A velocidade de formagdo de TNB é medida

espectrofotometricamente a 340 nm por 2 minutos e comparada com uma curva padrao.

3.7 - Analise estatistica
Os resultados obtidos foram analisados pelo teste ANOVA (one-way ANOVA),
seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls (SNK), utilizando-se o software GraphPad

Prism 5.0, admitindo-se um nivel de significancia p < 0,05.

20



4 - RESULTADOS

4.1 - Determinacao da viabilidade celular:
4.1.1 — Cisplatina

Em estudos anteriores nao publicados, com células de melanoma murino B16F10,
foi demonstrado que as concentragdes de cisplatina 12,5, 25 e 50 uM por 24 horas nao
foram capazes de causar morte nestas células. O presente trabalho tem como propdsito
trabalhar com células A172 resistentes a cisplatina. Desta forma, realizamos o tratamento
das células A172 com duas concentragbes de cisplatina - 50 e 100 uM, por 24 horas.
Apoés este periodo, as células foram submetidas ao teste de viabilidade celular pelo MTT.
Nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre as duas
concentracdes de cisplatina testadas e o controle (meio de cultura sem soro e sem o

quimioterapico) (Figura 4).

4.1.2 — Sulfasalazina

Segundo a literatura, concentragdes entre 200 e 300 uM foram suficientes para
inibir em torno de 80% da acéao do sistema trocador cistina-glutamato (Chung et al., 2005).
Assim, foi realizada, nas células A172, uma curva de tratamento padrao de sulfasalazina
(de 50 a 300 uM). Apds o tratamento, as células foram submetidas ao teste de viabilidade
celular pelo MTT quando foram observados valores de absorbancia os quais foram entao
comparados com os valores do controle. Tomou-se a absorbancia do controle como 100%
de viabilidade. Conforme a figura 5, a viabilidade das células demonstraram variagdes
entre 107% e 89%, porém nao foram observadas diferencas estatisticamente significantes
nestes dados. Desta forma, para os experimentos de inibicdo do sistema trocador cistina-

glutamato, foi escolhida a concentracao de 300 uM de sulfasalazina
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Figura 4 - Ensaio de viabilidade celular apés o tratamento com cisplatina. Células
A172 foram mantidas em DMEM-F12 adicionado de 10% SFB. Apds a confluéncia as
células foram tratadas com 50 e 100 uM de cisplatina (CIS) em DMEM-F12 sem SFB e
avaliadas quanto a viabilidade celular por teste de MTT. Os dados foram analisados pelo
teste one-way ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls. N=6.

10 [ CT
o ] SAS 50 uM
S 100 T = L .. [ SAS 100 uM
£ I SAS 150 uM
© I SAS 200 uM
T 50- Bl SAS 250 uM
X B SAS 300 uM
0

[SAS]

Figura 5 - Ensaio de viabilidade celular apés o tratamento com sulfasalazina. Células
A172 foram mantidas em DMEM-F12 adicionado de 10% SFB. Apds a confluéncia as
células foram tratadas com sulfasalazina (50 a 300 uM) em DMEM-F12 sem SFB e
avaliadas quanto a viabilidade celular por teste de MTT. Os dados foram analisados pelo
teste one-way ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls. N=5.
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4.2 - Liberacao de Glutamato

Para verificar um possivel efeito da cisplatina na liberagdo de glutamato pelas
células de glioblastoma humano A172, estes ensaios foram realizados com o uso de
glutamato radioativo (L[*H]-aspartato, analogo do glutamato que ndo é metabolizado pela
célula) e entdo foram medidos os niveis de radiagdo nas amostras pelo método de
cintilacao liquida, conforme materiais e métodos.

Nos tratamentos com cisplatina foi encontrado um aumento estatisticamente
significativo e dose-dependente da liberacdo de glutamato. Em média, a liberacdo de

glutamato aumentou em até 24% apds o tratamento com cisplatina 50 uM e 38% com

cisplatina 100 uM, quando comparados ao controle. Quando as células foram tratadas
com sulfasalazina pelo mesmo periodo que a cisplatina (24 horas) estes valores
retornaram aproximadamente aos valores basais do controle com uma discreta
diminuicao entre 7% e 13%, porém nao significativo (Figura 6). Este resultado sugere que
o aumento da liberacdo de glutamato observado ocorre provavelmente pelo trocador
cistina-glutamato, uma vez que quando este € inibido, os valores voltam a normalidade,

independente da dose de cisplatina.

4.3 - Imunodeteccao do trocador cistina-glutamato

Para verificar se a cisplatina poderia exercer efeito na expressdao do trocador
cistina-glutamato, analisamos o conteudo proteico da subunidade 4F2hc deste
transportador, a qual determina a regulacao e localizacao do heterodimero na membrana.
Através de densitometria Optica, ndo foram observadas diferencas significativas entre o
controle e as duas concentragbes de cisplatina, quando normalizadas pela B-actina, na
expressao desta proteina (Figura 7). Como ocorreu aumento na liberacdo de glutamato,
inibido pela sulfasalazina, a qual inibe especificamente este trocador, o dados obtidos na
imunodeteccdo sugerem que a cisplatina pode estar afetando a atividade do

transportador, mas nao a sua expressao.
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Figura 6 - Ensaio de liberacao de glutamato. Células A172 foram tratadas com CIS 50
e 100 uM por 24 horas e entdo incubadas com L-[°H]glutamato e o contetido liberado de
glutamato avaliado em contador de cintilacdo liquida, conforme materiais e métodos. A
inibicdo da liberagcdo de glutamato foi realizada com a adigcdo de sulfasalazina pelo
mesmo periodo que a CIS. Os dados foram analisados pelo teste one-way ANOVA,
seguido pelo teste de Newman-Keuls. ***p<0,001, em relagdo ao controle. *p<0,05 e

+++p<0,001, quando comparadas CIS e SAS no mesmo ponto. N=4.

24



A Controle CIS 50uM CIS 100uM

Ke-
(55KDa) _
Actina
(32KDa)
B 5
[ Controle
a4 B CIS50 uM
Bl CIS 100 uM
3-
»]
o
2_
1_
0

Expressdo do Sistema X

Figura 7 - Andlise quantitativa da imunoquantidade do trocador cistina-glutamato
por SDS-PAGE. A) Fotografia representativa de Western blotting para a subunidade
4F2hc do transportador e para B-actina. B) Representacao grafica dos valores obtidos por
densitometria éptica (DO) de bandas imunorreativas para a subunidade 4F2hc do
transportador, com o uso do software Scion Image. Os resultados sdo expressos como
médias * desvio padrdo de cinco experimentos independentes, por ANOVA de uma via

seguido do teste de Newmann-Keuls.
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4.4 — Quantificacao da glutationa intracelular

A inibicdo do trocador cistina-glutamato por sulfasalazina reverteu a quantidade de
glutamato extracelular para niveis préximos ao controle. Esse trocador funciona retirando
uma molécula de glutamato de dentro da célula em troca de uma molécula de cistina para
dentro da célula. A cistina é precursora da glutationa, um importante tripeptideo com
atividade antioxidante, entdo uma maior quantidade de glutamato extracelular poderia
indicar maior quantidade de cistina intracelular e por consequéncia, maior quantidade de
glutationa. Desta forma, foram realizadas as dosagens de glutationa com o tratamento
com cisplatina e também com a sulfasalazina (Figura 8).

Verificamos que o tratamento com cisplatina (50 e 100 uM) nao alterou a
quantidade de glutationa intracelular, ao contrario do que era esperado. Por outro lado,
quando a sulfasalazina foi adicionada, foi observada uma reducdo estatisticamente
significativa nos niveis de glutationa intracelular, sugerindo que a deplecao de cistina

afetou drasticamente a sintese de glutationa.
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Figura 8 — Determinacao da glutationa intracelular. Células A172 foram tratadas com
cisplatina (50 e 100 uM) por 24 horas e entdo os niveis de glutationa foram avaliados por
método enzimatico. A atividade do trocador cistina-glutamato foi inibida com a adicéo de
sulfasalazina pelo mesmo periodo que a cisplatina. Os dados foram analisados pelo teste
one-way ANOVA, seguido pelo teste de Newman-Keuls. ***p<0,001, em relacdo ao

controle e a cada ponto de cisplatina, em quatro experimentos independentes.
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5 - DISCUSSAO

Diversos trabalhos tem demonstrado que células de glioma liberam glutamato de
maneira exarcebada, levando as células peritumorais a morte e constituindo assim uma
via de migracao e progressao tumoral (para revisao, ver Sontheimer, 2008). Corroborando
com isso, nossos resultados demonstram uma maior liberacdo de glutamato pelas células
de glioblastoma humano A172. Entretanto, verificamos também que a cisplatina, um
quimioterapico muito utilizado no tratamento de tumores em geral exerce um importante
efeito no transporte glutamatérgico nestas células.

Primeiramente, verificamos que a viabilidade das células A172 nao foi alterada de
forma significante nem com o tratamento de cisplatina (50 e 100 uM) e nem com a
sulfasalazina (50 a 300 uM). Esses dados sdo de fundamental importancia para nossos
experimentos, ja que nosso foco é trabalhar com células resistentes ao quimioterapico.
Quanto a sulfasalazina, também, foi importante determinar concentracdes que nao
alterassem a viabilidade das células, pois uma diminuicao neste processo poderia induzir
a falsos resultados no transporte de glutamato.

Em seguida, verificamos um aumento estatisticamente significativo (entre 24% e
38%) e dose-dependente de cisplatina na liberagdo de glutamato pelas células A172. A
fim de averiguar se este aumento ocorreu via trocador cistina-glutamato ou pelos
tradicionais transportadores de glutamato como GLAST e GLT-1, foi realizado o
tratamento concomitante de cisplatina e sulfasalazina, inibidor especifico deste trocador
(Chung et al., 2005). Assim, quando as células foram incubadas com o inibidor do
trocador cistina-glutamato, a liberacdo de glutamato por estas células foi revertida aos
niveis do controle, apresentando uma tendéncia a diminuicdo da liberagéo (-7% e -13%,

para as concentracoes de 50 e 100 uM de cisplatina, respectivamente), porém nao
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estatisticamente significante. Estes dados sugerem fortemente o envolvimento, pelo
menos em parte, do trocador cistina-glutamato, o qual é independente de so6dio, em
nossos resultados. Entretanto, GLT-1, o qual nao foi avaliado neste trabalho, pode ser
modulado também pela atividade da bomba de sodio/potassio ATPase. Desta forma, um
colapso no gradiente de sédio levaria a condigdes limitantes de energia, 0 que poderia
promover um funcionamento ineficiente do GLT-1, causando o transporte reverso do
glutamato. Isto acontece quando, ao invés de ser captado, o glutamato é eliminado da
célula, aumentando assim a concentracao deste aminoacido no meio extracelular a niveis
toxicos para as células (Montiel et al., 2005; Maragakis, Rothstein, 2006). Desta forma, o
tratamento com cisplatina poderia causar um desbalanco de sédio nestas células e,
assim, o transportador GLT-1 poderia também estar envolvido no aumento da liberacao
de glutamato que observamos. Portanto, GLT-1 serd alvo de estudo de préximos
experimentos.

Como a cistina € um dos aminoacidos precursores da glutationa, um importante
tripeptideo antioxidante, verificamos se, inibindo especificamente o trocador cistina-
glutamato, os niveis intracelulares de glutationa diminuiriam. De fato, observamos uma
diminuicdo muito importante na quantidade de glutationa, comprovando assim a ag¢ao do
inibidor. Por outro lado, era esperado que o tratamento com cisplatina, o qual aumentou a
liberacao de glutamato pelas células A172, promovesse também acréscimo da glutationa
intracelular. Porém, ndo foi demonstrado esse aumento da glutationa ap6s o tratamento
com cisplatina. Este resultado pode ser explicado pela conjugacdo quimica que ocorre
entre a cisplatina e a glutationa (Zanellato et al., 2011), o que impossibilita a dosagem
correta da mesma. Futuramente outros experimentos de dosagem de cistina ou cisteina
serdo realizados a fim de elucidar esta duvida.

Ainda tentando entender o aumento da liberacdo de glutamato que ocorreu nos

experimentos de liberacdo de glutamato, foram postuladas duas hipéteses: esse aumento
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poderia ser decorrente de um aumento da expressao do trocador cistina-glutamato ou de
um aumento na atividade deste transportador. Com este fim, foi realizado o ensaio de
imunodeteccdo da subunidade regulatéria do trocador (4F2hc). Entretanto, nao
encontramos diferencas significativas na expresséao desta proteina, levando a conclusao
de que o aumento na liberacado de glutamato nao foi resultado de uma maior expressao
do sistema trocador na membrana celular e sim de uma acentuagéo funcional do mesmao.

Diante destes resultados, podemos concluir que, agudamente, a cisplatina nao é
um bom quimioterapico para o tratamento de gliomas por diversos motivos: (i) ela
aumenta a liberacdo de glutamato pelos gliomas, levando a um aumento da morte das
células sadias na area peritumoral por excitotoxicidade provocada pelo glutamato; (ii) ela
poderia aumentar (ainda que ndo demonstrado neste trabalho) os niveis de glutationa
intracelular, que é um importante antioxidante que garantiria maior resisténcia ao tumor; e,
(iii) por fim, a cisplatina, apesar do efeito de quebra de DNA, ndo mata uma quantidade
significativa de células cancerosas nas doses testadas, como demonstrado pelos ensaios
de viabilidade por MTT. Além disso, a cisplatina, quando administrada via intravenosa nao
atravessa a barreira hematoencefalica, o que seria um ponto muito negativo para o
tratamento de gliomas. Ainda, as doses clinicamente utilizadas para o tratamento de
outros tumores apresentam alta nefrotoxicidade por hipocalemia e hipomagnesemia,
levando a disturbios neuromusculares desde fraqueza até a paralisia completa (BC
Cancer Agency, Cancer Drug Manual© - 2008).

Perspectivas futuras para o mestrado, incluem experimentos para avaliar os
parametros de liberacao de glutamato, viabilidade celular, expressao e localizacédo de
outros transportadores glutamatérgicos com a cisplatina e com outros quimioterapicos
atualmente utilizados no tratamento de gliomas, como a temozolamida e a carmustina, os

quais atravessam a barreira hematoencefalica, em um esquema de tratamento crénico.
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6 — CONCLUSOES
Como conslusdo deste trabalho, obtivemos informacdes inéditas e relevantes para
o entendimento da acdo de quimioterapicos no tratamento dos gliomas e de sua biologia.
Concluimos entdo que:

e Cisplatina e sulfasalazina nao tem um efeito significativo na viabilidade celular nas
células de glioma.

e C(Cisplatina aumenta a liberacdo de glutamato destas células de modo significativo.

e Sulfasalazina pode compensar o aumento na liberacdo glutamatérgica promovido
pela cisplatina.

e (O tratamento com cisplatina ndo aumentou os niveis de glutationa intracelular,
possivelmente pela conjugacao entre esta droga e a glutationa.

e C(Cisplatina ndo promove um aumento na expressdo do trocador cistina-glutamato
em células de glioma porém a atividade deste transportador foi aumentada com o
tratamento com cisplatina sendo entdo comprovado pelo uso do inibidor especifico
deste trocador, que teve sua efetividade comprovada pela diminuicdo dos niveis de

glutationa intracelular.
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