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RESUMO

Glioblastomas multiformes (GBM) sdo tumores sélidos de origem glial
classificados como nivel IV pela OMS, considerados altamente
invasivos e possuem alta taxa proliferativa. Células de glioma possuem
metabolismo energético diferencial que consiste na tendéncia em utilizar
a glicose para formacdo de ATP via glicélise anaerdbica, mesmo em
presenca de oxigénio, caracteristica conhecida como efeito Warburg. A
preferéncia pela quebra da glicose como fonte energética se caracteriza
como uma adaptacdo metabdlica que pode beneficiar o crescimento e
expansdo do tumor. As células de gliomas podem liberar glutamato em
altas concentragfes. A diminuicdo da oferta de glicose pode sensibilizar
as células de gliomas, pois muitos tumores ndo possuem mecanismos
protetores eficientes para metabolizacdo de substratos alternativos. A
Carmustina (BCNU) e a Temozolomida (TMZ) fazem parte de uma
classe de farmacos citotoxicos conhecidos como alquilantes de ADN, e
sdo substancias utilizadas em quimioterapia para tumores cerebrais. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do tratamento de restrigdo de
glicose conjugado ao uso de quimioterdpicos na inducdo de morte
celular, formacdo de EROs, liberacdo de glutamato, migracdo e
morfologia celular em células de linhagem primaria de GBM in vitro,
derivadas de resseccdo cirtrgica e nomeadas GBM1 pelo grupo de
pesquisa. O tratamento de restricdo teve duracdo de 24 horas, e apés
esse periodo foram aplicados os quimioterapicos TMZ e BCNU na
concentracdo de 400 pM, por mais 24 horas. Os dados obtidos
mostraram que a privacao de glicose diminui a viabilidade destas células
e, quando em conjunto com os quimioterapicos, foi possivel notar uma
sensibilizacdo das células a acdo dos farmacos. A formacdo de EROs no
tratamento de 48 horas acompanha a diminuicdo da viabilidade e, nas
primeiras horas (2, 4 e 6 horas),foi verificada diminuicdo nas
concentracBes de espécies reativas nos tratamentos de restricdo em
conjunto com BCNU. As taxas de liberagdo de glutamato néo
apresentaram modificagbes importantes. O tratamento diminuiu a
migracdo celular e mostrou modificagdes na morfologia celular. A
privacdo de glicose é uma possibilidade de tratamento alternativo néo
toxico, e mostrou ter acdo positiva contra as células GBM1.

Palavras-chave: glioblastoma multiforme, restricio de glicose,
temozolomida, carmustina, cancer, morte celular, glutamato, migracao
celular, EROs.






ABSTRACT

Glioblastoma multiforme (GBM) are solid tumors of glial origin
classified as level IV by WHO, considered highly invasive and with
high proliferative rate. Glioma cells exhibit differential energy
metabolism, with tendency to use glucose for ATP production through
glycolysis, even in the presence of oxygen, a characteristic known as the
Warburg Effect. This metabolic adaptation benefits the tumor growth
and expansion. Glioma cells also have the characteristic of releasing
high concentrations of glutamate. Decreased of glucose energy can
sensitize gliomas cells because many tumors have no effective
protective mechanisms for metabolizing alternative substrates.
Carmustine (BCNU) and Temozolomide (TMZ) are cytotoxic drugs
known as DNA alkylating agents, usually used in chemotherapy for
brain tumors. The objective of this study was to evaluate the treatment
effect of glucose restriction combined to chemotherapy in the induction
of cell death, ROS formation, glutamate release, migration and cell
morphology in primary cell line GBM vitro derived resection surgical
and named GBML1 by the research group. Restriction treatment lasted
for 24 hours and, after this period, TMZ and BCNU were applied at a
concentration of 400 uM, for 24 hours. Data showed that glucose
deprivation decreases cell viability and, with chemotherapy, was
possible to notice a sensitizing cells to the drugs. ROS formation after
48 hour treatment follow viability’s decline. After early hours (2, 4 and
6 hours), was observed decrease in concentrations of reactive species in
restriction combination with BCNU treatment. Glutamate release rates
showed no significant changes. Treatment decreased cell migration and
showed cells morphology changes. Glucose deprivation is a possibility
of non-toxic and alternative treatment, capable to increase cellular
sensitivity to the chemotherapy and shown to have positive action
against GBML1 cells.

Keywords: glioblastoma  multiforme, glucose restriction,
temozolomide, carmustine, cancer, glioma, cell death, glutamate, cell
migration, ROS.
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1. INTRODUCAO
1.1 Tumores do Sistema Nervoso Central e Glioblastoma Multiforme

Tumores originados de células da glia sdo chamados de
gliomas, sendo os gliomas astrociticos ou astrocitomas os tumores do
Sistema Nervoso Central (SNC) mais comuns. Estes abrangem
aproximadamente dois tercos de todos os tumores de origem glial.
Dentre o0s outros tipos estdo inclusos os oligodendrogliomas,
ependimonas e os gliomas mistos (REIFENBERGER e col., 2012;
SCHWARTZBAUM e col., 2006). Segundo a estimativa do Instituto
Nacional do Cancer - INCA de 2014, o risco estimado de surgimento de
cancer do SNC é de 4 a 5 novos casos em 100 mil habitantes no Brasil.
Também correspondem a cerca de 2% das neoplasias malignas gerais
(Estimativa 2014: Incidéncia de Cancer no Brasil, INCA). O surgimento
de gliomas é mais comum em adultos acima de 45 anos, apesar de estar
presente em todas as faixas etarias, estando entre os dez tipos de
tumores mais frequentes em algumas regibes brasileiras, sendo sua
incidéncia mais alta no sexo masculino e entre populagdes de maior
nivel socioecondmico, como em paises europeus. Parte do aumento na
incidéncia pode ser um reflexo da melhoria. e a introducdo de novas
tecnologias diagndsticas menos invasivas, como a tomografia por
emissdo de pdsitrons (PET Scan) e a ressonancia magnética.

As causas de desenvolvimento de tumores cerebrais, assim
como de qualquer tipo de tumor, sdo discutiveis e ainda nao
determinadas. Estudos epidemioldgicos correlacionam possiveis riscos
genéticos, comportamentais, de desenvolvimento e influéncias externas
a incidéncia de tumores cerebrais, com objetivo de reduzir o
aparecimento da doenga, mas as conclusdes sdo vagas e ainda muito
relativas. A exposicdo a altas doses de radiacdo ionizante € um dos
fatores ja determinados como de risco para desenvolvimento de tumores
cerebrais; processos inflamatdrios e infecciosos, influéncia genética,
dieta e habitos sdo frequentemente citados como um conjunto de fatores
de risco. Estudos baseados em populacGes apontam relagdo entre a
incidéncia de gliomas e a ingestdo de fontes de compostos nitrosos
como o N-nitrosodimetilamina, utilizados como aditivos alimentares em
produtos carneos com objetivo de conservacdo (KYRITSIS e col., 2011;
SCHWARTZBAUM e col., 2006). Algumas pesquisas epidemioldgicas
recentes listam fatores genéticos e moleculares como pardmetros de
distincdo de gliomas. Tomasetti e Vogelstein (2015) estimaram, através
de calculos estatisticos, a correlagdo entre o nimero total de divisfes de
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células tronco em um dado tecido e o risco de desenvolver um tumor
neste mesmo tecido durante a vida. A correlagdo que encontraram
sugere que 0s riscos de se desenvolver um tumor entre tecidos distintos
pode ser estimado em base do total de divisGes de células tronco
caracteristico de cada tipo celular. Além disto, segundo o0s
pesquisadores, a taxa de proliferagdo das células tronco em qualquer
tecido sofre influéncia de fatores genéticos e ambientais.

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) reconhece sete tipos
distintos de astrocitomas, conforme listado na Tabela 1. Segundo a
classificacdo da OMS, a gravidade das neoplasias do SNC é graduada de
I a IV. Os glioblastomas multiformes (GBM), objetos de estudo deste
trabalho, sdo considerados de nivel IV, caracterizados como tumores
solidos e altamente invasivos. Estes podem ser derivados de um
astrocitoma difuso (nivel Il) e/ou de um astrocitoma anaplésico (nivel
I11), por progressdao maligna das células neoplasicas (JAIN e col., 2011;
ALTIERI e col., 2014). A origem dos astrocitomas continua sendo
incerta, e teoriza-se que mudancas no controle da expressdao génica por
proteinas ligantes de Acidos Desoxirribonucleicos (ADN), ao longo de
mutacBes especificas, podem induzir transformacfes malignas em
astrocitos, assim como em células tronco neurais, que tipicamente se
diferenciam em astrdcitos (GALEFFI e TURNER, 2012; TOMASETTI
e VOGELSTEIN, 2015).

O GBM ¢é o mais maligno entre os tipos de tumores do SNC,
diagnosticados em 10-15% de todos os tumores intracraniais e 50-60%
dos tumores astrociticos. Os glioblastomas podem ser tumores
primarios, derivados de tecido encefélico e sem evidéncia de leséo
anterior, ou secundarios, cuja origem provém de células de astrocitomas
de menor graduacdo ou de outras regides do organismo, derivados de
metéstases (REIFENBERGER e col., 2012). O progndstico é ruim na
maioria das vezes, sendo que aproximadamente 12% dos pacientes
sobrevivem por mais de 36 meses com tratamento.
Histopatologicamente, o que difere os glioblastomas dos tumores de
menor grau é a presenca de proliferacdo microvascular e necrose, além
da alta celularidade, atipia nuclear, alta atividade mitética e trombose
vascular. As células tumorais nos GBMs sdo pleomorficas, com alta
atividade mitética e com presenca de mitose atipica; sdo tumores
heterogéneos em sua composicdo celular, onde se encontram células
tronco tumorais, células mesenquimais e células do estroma. Além das
células neoplésicas, também estdo presentes mondcitos e macréfagos,
que contribuem diretamente para a progressao tumoral pela liberacdo de
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fatores pro-inflamatérios e angiogénicos (REIFENBERGER e col.,
2012; SEYFRIED e col., 2012). Muitos tumores acabam por invadir o
parénquima neural, e as células tumorais se espalham, tornando a
localizagdo do tumor imprecisa, dificultando a resseccdo cirdrgica e
tornando impossivel a total remocdo das células neoplasicas. A
possibilidade de cura, no caso do GBM, estd relacionada as
caracteristicas  histopatol6gicas analisadas em cada caso, que
demonstram a malignidade tumoral. As suposi¢Ges acerca da evolucao
no caso dos GBMs sdo escassas, tanto para tumores primarios quanto
para secundarios, e os dados histolégicos ndo séo suficientes para diferir
a origem de cada tipo (RIEMENSCHNEIDER e REIFENBERGER,
2009).

A intervencdo cirlrgica é indicada em quase todos os casos de
tratamentos de gliomas em algum ponto, normalmente precedida por
radioterapia e quimioterapia. A cirurgia é importante para obtencdo de
diagndstico histologico, além de reduzir drasticamente os sintomas da
doenca e diminuir a area ocupada pelo tumor, implicando em sequelas
na maioria dos casos. Apesar da diminui¢do do tumor realmente ocorrer,
0s tratamentos, na maioria das vezes, ndo resultam na cura da doenca,
pois dificilmente conseguem eliminar todas as células cancerosas, sendo
gue as chances de ocorrerem recidivas sdo altas. Além dos tratamentos
normais nao serem eficazes, a salde geral do paciente fica debilitada de
forma critica, e muitas vezes o organismo ndo suporta os efeitos
colaterais dos tratamentos comuns, que sdo considerados extremamente
invasivos. O progresso do tratamento de gliomas visando a cura total
depende da implementacdo de terapias adjuvantes as conhecidas, €
novas estratégias terapéuticas estdo sendo estudadas, com o objetivo de
diminuir os efeitos colaterais das terapias comuns (SEYFRIED e col.,
2012).
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Tabela 1. Graduagéo dos tumores do SNC e suas caracteristicas
segundo a OMS. Adaptado de KLEIHUES e colaboradores (2002).

Graduagao Caracteristicas

histopatoldgicas
Lesdes ndo infiltrativas,
com baixo potencial
proliferativo, sem atipias
nucleares, mitoses,
proliferacdo endotelial ou
necrose

Grau |

Grau Il LesGes em geral
infiltrativas, com atipias
nucleares e baixo indice

mitético, sem
proliferacdo endotelial ou

necrose

Grau Il

Les0es infiltrativas, com
atipias nucleares e alto
indice mitotico

LesGes infiltrativas,
atipias nucleares, alto
indice mitdtico, células
gigantes multinucleadas,
necrose e proliferacédo
endotelial

Grau IV

Tipos de tumores

Astrocitoma pilocitico,
astrocitoma de células
gigantes
subependimais,
xantoastrocitoma
pleomérfico e
subependimoma

Astrocitoma difuso,
oligodendroglioma,
ependimoma e
oligoastrocitoma misto

Astrocitoma
anaplasico,
oligodendroglioma
anaplasico,
ependimoma
anaplasico e
oligoastrocitoma
anaplasico

Glioblastoma
multiforme

Legenda: atipatia nuclear: membrana nuclear e cromatina irregulares,
anaplasia: perda da morfologia celular em comparacdo com células
normais do mesmo tecido, pilocitico: tumores cisticos com
prolongamentos celulares em “cabeleira”.
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1.2 Agentes antineoplasicos: Temozolomida e Carmustina

A Carmustina (BCNU) e a Temozolomida (TMZ) fazem parte
de uma classe de farmacos citotoxicos conhecidos como alquilantes de
ADN. Estas substancias agem na replicacdo do material genético,
formando adutos inter e intra-cadeia, causando disrupcéo da estrutura de
dupla fita e interferindo na replicacdo do ADN e na transcricdo de
genes. O bloqueio da replicacdo do material genético nas células
consequentemente ocasiona apoptose. S&0 considerados agentes
alquilantes do ADN as substancias que modificam covalentemente as
moléculas nucleofilicas das células em proliferagdo. Entre os subtipos de
alquilantes, estdo as nitrosouréias, que modificam o ADN
preferencialmente no oxigénio na posicdo 6 da base nitrogenada
guanina, representados pela TMZ e a BCNU (Figura 1) (CARRILLO e
col., 2012).

Carmustina ou BCNU (1,3-bis (2-cloro etil)-1-nitrosoureia) é
um dos agentes quimioterapicos alquilantes de escolha no tratamento de
tumores cerebrais, mielomas e linfomas, sendo utilizada para este fim
desde 1977. A carmustina ¢ um dos poucos quimioterapicos aprovados
pela FDA (do inglés Food and Drug Administration - USA) para o
tratamento de GBM (CARILLO e col., 2012). E uma droga lipofilica e
potencialmente atravessa a barreira hematoencefalica, sendo que
normalmente é escolhida como terapia adjuvante a resciséo cirirgica em
forma de de pastilhas introduzidas na regido do tumor, proporcionando
efeito local (PATEL e col., 2014). Os efeitos citotdxicos da carmustina
ocorrem devido a sua capacidade de interligacdo com o ADN, inibindo o
crescimento tumoral (JAIN e col., 2011). Este quimioterapico também é
conhecido por inibir irreversivelmente a atividade da enzima Glutationa
Redutase (GR), em células normais e tumorais. GR é uma das enzimas
essenciais para manter a homeostase intracelular pela manutencdo da
concentracdo da glutationa citosolica, uma importante molécula
antioxidante. A inibicdo da atividade de GR reduz os niveis de
glutationa peroxidase (GPx), o que pode levar ao acimulo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) nas células. E possivel afirmar que a
diminuicdo da atividade da enzima GR pode ser responsavel por parte
da citotoxicidade da carmustina, pela inducdo ao estresse oxidativo,
ativando cascatas proteoliticas que desencadeiam a apoptose celular (Ml
AN e col., 2011; MITOZO e col., 2011).



24

O quimioterapico Temozolomida (TMZ) (3-methyl-4-0x0-3,4-
dihydroimidazo[5,1-d][1,2,3,5]tetrazine-8-carboxamide) & um agente
alquilante de boa absor¢do capaz de penetrar a barreira
hematoencefalica, utilizado no tratamento de tumores solidos, em
especial para tumores cerebrais. Sua prescri¢ao teve inicio em 1990, e
até entdo a temozolomida se constitui como quimioterapico de primeira
linha para o tratamento de GBMs, unido com a cirurgia de resseccdo e
radioterapia (JAIN e col.; 2011, SEYFRIED e col., 2014). Apds sua
absorcdo, as moléculas de TMZ s8o metabolizadas no alquilante
eletrofilico metildiaz6nio no citosol, capaz de transferir seu grupo metil
para 0 ADN. O aduto ADN-metil é o principal responsavel pela
citotoxicidade deste quimioterdpico. Além da intervencdo direta no
ADN, o TMZ tem efeito mitocondrial, afetando a despolarizacdo de
membrana destas organelas, desencadeando autofagia, que pode
provocar apoptose celular (LIN e col, 2012; VILLANO e col., 2009).

Os dois quimioterapicos descritos agem ndo somente no alvo
ADN, mas também pelo aumento da producdo de Espécies Reativas de
Oxigénio e Nitrogénio (ERON). O excesso de ER causa estresse
oxidativo mitocondrial e celular, danifica varias macromoléculas,
incluindo o ADN, proteinas e lipideos (SANCHO-MARTINEZ e col.,
2012). A eficacia de uma droga quimioterapica depende ndo somente da
sua habilidade de induzir danos ao ADN, mas também da habilidade
celular para detectar e responder a esse dano. A procura pelo
quimioterapico mais eficiente entre essas classes de drogas é limitada
pelo entendimento insuficiente que se tem dos mecanismos de agéo
destes farmacos (PAPAIT e col., 2009). Apesar de os farmacos
guimioterapicos no geral serem constantemente utilizados para o
tratamento de tumores cerebrais, estes tem o potencial de aumentar a
sobrevida do paciente de maneira modesta, com a consequéncia dos
efeitos colaterais graves, sem certeza de eficiéncia e com pouca
especificidade para a diversidade de casos da doenga (SEYFRIED e col.,
2015).
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Figura 1. Alquilacdo do Oxigénio na posi¢do 6 da base nitrogenada
guanina do ADN. A alquilagao forma adutos metilados (TMZ) e cloro-
etilados (BCNU) que induzem morte celular por apoptose quando o
sistema de reparo de ADN esta disfuncional. Adaptado de GERON,
2002.

1.3 Metabolismo Energético

O metabolismo da glicose no tecido cerebral é igual ao que
ocorre em outros tecidos do organismo, e compreende 0s trés passos
comuns do processo de obtengdo de Adenosina 5’ Trifosfato (ATP). A
glicose é convertida em piruvato através da glicélise. O piruvato &,
entdo, convertido em acetil-CoA, que entra no Ciclo de Krebs (TCA
cycle) em forma de citrato. Citrato também é exportado de volta ao
citosol, onde sera utilizado na sintese de lipideos. A glicose também
pode ser usada como fonte de carbono na producéo de ribose através da
via das pentoses-fostato, visando a producdo de DNA e RNA. Os
intermediarios glicoliticos, como o piruvato, sdo utilizados na producéo
de aminoacidos ndo essenciais. As células também necessitam do
aminoacido glutamina para producéo de outros aminodacidos e proteinas
(MAGISTRETTI, 2004; MUNOS-PINEDO e col., 2012). A Figura 2
ilustra os processos envolvidos no metabolismo de células proliferativas.
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Figura 2. Metabolismo de celulas proliferativas. Reproduzido e
adaptado de MUNOS-PINEDO e col., 2012.

O metabolismo da glicose em astr6citos e em outros tipos
celulares pode ser por via de reducdo a lactato. Através da acdo da
enzima lactato desidrogenase no processo chamado de glicélise
anaerdbica. Essa via é ativada em condicfes de andxia e quando o
consumo de oxigénio ndo acompanha a utilizagdo de glicose, tornando a
taxa de producédo de piruvato maior do que a oxidacdo deste pelo ciclo
do ATC. Essa transicdo na utilizacdo da glicose e 0 aumento na
producdo de lactato ocorre no cérebro humano durante sua ativagéo na
estimulacdo fisiologica sensorial, segundo a Hipotese da Reciprocidade
Astrdcito-Neurdnio (ANLSH) (TURNER e col., 2011). De acordo com
essa hipotese, a atividade neural aumenta a concentragéo extracelular de
glutamato, o qual é captado pelas céluals da glia, estimulando a
atividade da Na'- K" ATPase e da enzima glutamina sintetase. Esse
fendmeno, por sua vez, estimula a glicélise anaerdbica glial, que libera
lactato para utilizagdo pelos neurénios como fonte energética (CHIH e
col., 2001; DIAZ-RUIZ e col., 2009).

Em 1931 o bioquimico alemdo Otto Warburg recebeu um
prémio Nobel por sua pesquisa sobre respiracdo celular, resultando na
observacéo de que as células cancerosas metabolizam a glicose por via
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glicolitica, e seus estudos resultaram na teoria posteriormente conhecida
como Efeito Warburg. Esse fendmeno consiste na tendéncia das células
tumorais em metabolizar a glicose em lactato para obter energia, mesmo
na presenca de oxigénio. Especulou-se que o efeito Warburg possa ser
consequéncia de mutacdes que afetam o ADN mitocondrial (ADNmt)
ou em genes que codificam enzimas do ciclo do &cido carboxilico,
pela ativacdo de genes relacionados com adaptagbes aos
microambientes anormais, no caso, quando ocorre hipdxia, mas uma
explicacdo definitiva para essa mudanca no perfil metabdlico ainda ndo
foi elucidada (XU e col., 2005; KIM, e col., 2006, VANDER HEIDEN e
col., 2009; SEYFRIED e col., 2010; MATHEWS e col., 2011;
SEYFRIED e col, 2014). A Figura 2 esquematiza e faz uma
comparacdo entre 0 metabolismo de células normais e a via metabélica
Warburg.

Tecido Diferenciado Tecido em Tumeor

proliferagio
lm (:x) ou %

mi/ \Oﬁ h +1-0
w2

Glicose Glicose Glicose

0, Piruvato l' 0, Piruvato

\ Piruvato
Lactato l

Lactato
Lactato
CO,
Fosfarilagdo Glicélise
Oxidativa anaerdbica Efeito Warburg

Figura 3: Diferenga entre as vias metabdlicas de células de tecido
diferenciado, de células proliferativas e de células tumorais. Quando
0 oxigénio é limitado, células proliferativas podem utilizar a via
glicélise anaerdbica para quebrar a glicose em lactato; alguns tecidos
tumorais utilizam preferencialmente a via glicolitica para producéo de
energia mesmo na presenca de oxigénio, caracterizando o Ffeito
Warburg. Em células tumorais a fosforilago oxidativa também ocorre
em menor quantidade. Figura adaptada de VANDER HEIDEN e col.,
20009.
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1.4 Privacdo de glicose como tratamento metabdlico para gliomas

A glicose é um substrato energético obrigatdrio para manter as
fungdes cerebrais. O cérebro humano constitui somente 2% de todo o
corpo, sendo que para manter seu funcionamento ideal, necessita de
aproximadamente 25% da glicose total utilizada por todo organismo. E
previsto que o cérebro utilize cerca de 26,6 moles de glicose por 100
gramas de tecido, por minuto. Essa quantidade de glicose ndo somente
serve como fonte energética, como pode ser incorporada pelos astrocitos
na forma de glicogénio, que é constituinte essencial para
macromoléculas como glicolipideos e glicoproteinas que estdo
presentes nas células neurais. (MAGISTRETI, 2004; MUNOZ-PINEDO
e col., 2012). Como dito anteriormente, a troca da quebra da molécula
de glicose preferencialmente via glicolise, e a diminuicdo do
metabolismo pela respiracdo celular, mesmo em condic¢@es de normoxia,
¢ uma forma mais rdpida de obter substrato energético por possuir
menos rea¢bes quimicas, porém é menos eficiente em termos de geracdo
de ATP por unidade de glicose, o que leva a um aumento na demanda de
glicose utilizada pelas células tumorais para sua sobrevivéncia e
proliferacdo (VIDALI e col., 2015).

A diminuicdo da oferta de glicose pode ser um alvo para
sensibilizacdo de canceres, via dietas metabolicas como dieta cetdnica
(DC), com ou sem restricdo calorica. Esse tipo de dieta se baseia na
ingestdo de quatro partes de alimentos ricos em gorduras para uma parte
de alimentos contendo carboidratos e proteinas, com objetivo de
alcancar o estado cetdnico no organismo (MAROON e col., 2013).
Teoricamente, a diminuigdo da energia proveniente da quebra da glicose
é capaz de sensibilizar as células tumorais, pelo motivo de que muitos
tumores ndo possuem mecanismos de protecdo eficientes para
metabolizacdo dos cetonatos, pois suas mitocondrias podem ter sua
funcionalidade diminuida pela grande quantidade de mutagBes e
modificacdes no DNA celular e mitocondrial. Também os altos niveis
de ER podem levar a oxidacdo de enzimas essenciais para a respiracdo
celular (KLEMENT e col., 2011, OLIVA e col., 2011). Além do fato da
diminuicdo da progressdo tumoral, a utilizacdo dos cetonatos como
fonte alternativa em vez de glicose, contribui para diminuir os efeitos
inflamatérios das terapias antitumorais, diminuem a formagdo de
espécies reativas e tem acdo neuroprotetora (SEYFRIED e col., 2012).
Por a glicose ser o principal combustivel metabolico utilizado em quase
todas as fungdes cerebrais sob condicdes fisiolégicas normais, o cérebro
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pode metabolizar corpos cetonicos para producdo de energia quando os
niveis de glicose se tornam limitados, o que ocorre durante a privacdo de
glicose e a dieta cetbnica, em que 0s niveis de glicose diminuem pela
baixa ou nenhuma ingestdo de carboidratos na dieta. Quando o
organismo se encontra em estado cetbnico, os &acidos graxos sdo
oxidados nos trés corpos cetdnicos que sdo 0 acetoacetato, o
hidroxibutirato e a acetona nas células do figado, e sdo exportados para
outros tecidos onde sdo convertidos em acetil-CoA, e esta abastece o
ciclo do &cido citrico (SEYFRIED e col., 2011; VIDALI e col., 2015).
Por exemplo, neonatos, durante a fase de amamentacdo, tem a
capacidade de usar corpos cetdnicos como o acetoacetato e o D-3-
hidroxibutirato como fontes energéticas, em adicdo ao uso da glicose.
Essa capacidade é um exemplo interessante de um mecanismo
adaptativo desenvolvido, pois o leite materno é altamente rico em
lipideos (VANDER HEIDEN e al., 2009).

Estudos in vivo como de Safdie e colaboradores (2012)
demonstraram que jejum de curto prazo (48 horas) aumentou a eficéacia
de TMZ e de radioterapia em gliomas implantados em camundongos
C57B6, indicando que a restricdo de glicose pode ter um efeito evidente
no tratamento desta doenca. Outro estudo in vivo com camundongos
implantados com células de glioma da linhagem GL261 (derivada de
camundongos) analisou o efeito da DC juntamente com a radioterapia,
concluindo que a dieta aumentou significativamente a sobrevivéncia dos
individuos dos grupos tratados com radioterapia e também dos que ndo
receberem radioterapia, em comparagdo a animais que se mantiveram
em dieta normal (com ou sem radioterapia). Dentre esses individuos, os
animais que foram submetidos a DC e receberam radioterapia tiveram
regressédo total do tumor, até que ndo fosse mais detectada alguma célula
tumoral e com auséncia de subsequente recidiva (ABDELWAHAB e
col., 2012). Raffaghello e colaboradores (2008) testaram os efeitos da
restricdo de glicose in vitro em cultura mista primaria de células da glia
como controle, e em linhagens de células de glioma murino (C6, A10—
85, 9L, e RG2) e humano (LN229). Os autores verificaram aumento da
toxicidade do quimioterapico ciclofosfamida em algumas linhagens de
gliomas, o que ndo ocorreu nas células de cultura priméria. Sendo
considerada uma nova abordagem para o tratamento de céanceres, 0s
estudos biologicos de parametros celulares da aplicacdo da privacédo
energética sdo necessarios, a fim de elucidar os reais efeitos deste
tratamento no metabolismo celular tumoral.
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1.5. Morte celular

Vaérios tipos diferentes de morte celular ja foram descritos na
literatura e cada tipo se diferencia pelos parametros bioldgicos celulares
observados: morfolégicos - formacdo de vesiculas ou ndo,
comprometimento ou ndo da integridade membranar, entre outros; —
bioquimicos — ativacdo de caspases, liberacdo de lactato desidrogenase
(LDH), liberagdo de citocromo ¢ mitocondrial, medicdo do poder
redutor celular. A apoptose e a necrose sdo os tipos de morte celular
mais comuns detectaveis em ensaios para avaliagdo de morte celular
(KRYSKO e col., 2008).

A necrose é caracterizada por inchaco do citoplasma,
culminando em ruptura da membrana celular, extravasamento do
citoplasma e colapso das organelas. Os processos que podem acarretar
em necrose celular compreendem o estresse fisico-quimico extremo,
choque osmético, estresse mecanico, congelamento e altas
concentracBes de perdxido de hidrogénio (H,0,). A liberacdo dos
fatores intracelulares que ocorre na necrose pode levar & inflamacéo
local do tecido por reconhecimento destes fatores pelas células do
sistema imune inato (BERGHE e col., 2013).

A apoptose & um processo controlado no qual as células
morrem com conservacdo dos componentes moleculares, caracterizada
por mudancas morfolégicas e encolhimento da célula pela alta
condensacdo da cromatina, preservacdo das organelas celulares e
formagéo de corpos apoptdticos e de “bolhas” de membrana celular. A
apoptose envolve processos de ativagdo de cascatas de caspases pro-
apoptoticas, a exposicdo da fosfatidilserina (PS) na face externa da
membrana celular e a fragmentacdo do ADN nuclear (WLODWIC e
col., 2010). As mitocdndrias participam diretamente dos eventos de
ativacdo da apoptose. Por exemplo, quando as células recebem um sinal
para iniciar o processo apoptético, uma das consequéncias é o aumento
da permeabilidade da membrana externa mitocondrial, ocasionando a
liberacdo de citocromo c, que ativa uma das enzimas proteoliticas
responsaveis pela degradacdo proteica durante a apoptose (NELSON e
COX, 2012).

Os agentes alquilantes de ADN formam adutos que podem ser
pouco reparados, dependendo da capacidade de reparacdo de ADN da
célula, forcando uma parada na replicacdo e induzindo formacdo de
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quebras na fita de ADN, acarretando na ativacdo de vias de cascatas
apoptoticas e necréticas (GERSON, 2002). A morte celular por apoptose
para o tratamento de tumores cerebrais € mais desejada do que por vias
necréticas, pois a apoptose € uma forma de morte celular ndo-
inflamatoria, diferente da morte por necrose que sempre esta associada
com liberagdo de citocinas inflamatérias, liberacdo de glutamato no
nicho tumoral e aumento de angiogénese na regido do tumor
(SEYFRIED e col., 2012).

1.6. Estresse oxidativo em células de glioma

O estresse oxidativo é resultado de desregulagdo entre o estado
oxidante e antioxidante celular, no qual o ambiente oxidante €
favorecido. O estresse oxidativo esta diretamente ligado a sobrevivéncia
e proliferacdo de células tumorais. As mitocéndrias sdo consideradas as
organelas com maior produgdo de ER. Estes podem ser de oxigénio e
nitrogénio, como o radical superéxido O,”, peréxido de hidrogénio
(H,0,) com o radical hidroxil livre (HO"), o 6xido nitrico (NO") e o
peroxinitrito (ONOQO"), entre outros. Estes radicais sdo formados,
principalmente, durante a passagem de elétrons através dos complexos
mitocondriais da cadeia respiratéria, na fosforilagdo oxidativa (SHI e
col., 2012; SOSA e col., 2013, KIM e col., 2014), sendo altamente
reativos e podendo danificar enzimas, membranas lipidicas e acidos
nucleicos. Muitos canceres sdo metabolicamente ativos e fazem
respiracdo celular em taxas diferenciais. Essas células estdo sob efeito
de estresse oxidativo, associado com o aumento da atividade metabodlica
pela alta taxa de proliferagdo, e esse aumento na formacdo de ERON
pode intensificar o comportamento neoplasico (OLIVA e col., 2011).

A ultra estrutura mitocondrial em tumores cerebrais malignos
difere, em questdo de marcadores, das mitocondrias de tecidos normais
(SEYFRIED e col., 2014). Estudos que abrangem metabolismo da
glicose em células tumorais mostram que na maioria das células
cancerosas as mitocéndrias sao disfuncionais, contribuindo muitas vezes
para que ocorram mutacdes no ADN nuclear, pelo aumento de ER e
livres, capazes de interagir com as moléculas eletricamente ativas
naturais das células, como as bases nitrogenadas (GRANDEMANGE e
col., 2009 e PELICANO e col., 2006). Esta producéo acentuada de ER
esta relacionada com o aumento da tumorigénese, instabilidade genética
e a capacidade de proliferar e invadir tecidos vizinhos pela ativacdo de
vias de fatores de crescimento, 0 que caracteriza a imortalidade celular e
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subsequente transformacdo maligna do tumor (SINGER e col., 2015).
Ao mesmo tempo em que o0 excesso de ER esta relacionado ao aumento
da tumorigénese e quimiorresisténcia, altos niveis de ER também
causam danos ao ADN causando instabilidade genémica, prejudicando a
proliferacdo celular e a adesdo célula-célula, podendo levar a morte
celular por apoptose. Como dito anteriormente, os agentes alquilantes de
ADN podem ativar a apoptose pelo aumento na producéo de ER, sendo
gue a resposta de defesa ao estresse oxidativo provocado pela acéo
destes farmacos depende da sintese de mecanismos antioxidantes
enddgenos integros nas células tumorais, considerando a variedade de
mutacBes presentes nessas células (OLIVA e col., 2011; SOSA e col.,
2013). Portanto, identificar e caracterizar os mecanismos envolvidos no
estresse oxidativo em células de glioma pode ajudar no desenvolvimento
de terapias efetivas para tratamentos.

1.7. Importéncia do glutamato nos processos tumorais

Para a maioria das células de mamiferos em cultura, as duas
Unicas moléculas catabolizadas em quantidades consideraveis sdo a
glicose e a glutamina. Isso significa que a glicose e a glutamina suprem
quase toda a necessidade de carbono, nitrogénio e energia livre
necessarios para crescimento e divisdo celular (MAGISTRETI e al.,
2004). A disponibilidade de glutamina como fonte energética no SNC
esta envolvida com o ciclo glutamato-glutamina. O glutamato é o
principal neurotransmissor excitatério do SNC de mamiferos, porém
deve ser removido rapidamente da fenda sinéptica para prevenir danos
excitotéxicos que podem ser causados aos neurdnios. Células da glia
possuem transportadores para remover o glutamato extracelular, que
entdo é metabolizado em glutamina para ser devolvido aos neurdnios.
Neurdnios metabolizam glutamina em glutamato, sendo transportado em
vesiculas sinapticas para liberacdo. O ciclo glutamina-glutamato
mantém os niveis extracelulares baixos de ambas as moléculas do ciclo
no parénquima neuronal normal. Disrup¢do deste ciclo pode prover
acesso a glutamina para células neoplasicas de GBM (GROOT e
SONTHEIMER, 2011).

Em contraste com células normais da glia, células neoplésicas
de glioma secretam glutamato em maiores concentragfes. A secrecao de
glutamato por gliomas aparentemente contribui, em parte, para a
excitotoxicidade neuronal e expansdo do tumor. A neurotoxicidade
causada por traumas mecanicos, radioterapia e quimioterapia pode
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também aumentar os niveis extracelulares de glutamato. Além de servir
como precursor da sintese de glutamato, a glutamina pode servir como
energia metabdlica para as células tumorais através do nivel de
fosforilagdo do substrato nas mitocondrias (BLAYLOCK, 2013,
LYONS e col., 2014).

Como dito anteriormente, gliomas liberam glutamato em altas
concentragbes, sendo este um fator multifuncional que favorece a
proliferacdo e a invasdo através da migracdo celular. Células de glioma
possuem habilidade de se infiltrar através do tecido cerebral utilizando
vasos sanguineos e fibras nervosas para esse processo, migrando
ativamente pelos espagos extracelulares e formando novas massas
tumorais descentralizadas (CUDDAPAH e col., 2014; LYONS e col.,
2014). Migragdo € um processo celular em que as células que estdo se
movendo interagem com moléculas de adesdo apresentadas na
membrana de diferentes tipos de células e pela matriz extracelular. A
ligagdo das proteinas de adesdo aos receptores da matriz geram sinais
que regulam a proliferacdo e migracdo, sendo que a mudanga na
homeostase do calcio representa um dos sinais intracelulares mais
importantes envolvidos nesse processo. A indugdo de mudangas
oscilatérias no calcio intracelular se da principalmente através da
ativacdo dos receptores AMPA permeéaveis a Ca®* pelo glutamato
extracelular (CUDDAPAH e col., 2014; HAMADI e col., 2014). O
papel preciso do glutamato no processo de migracdo celular e as
consequéncias do aumento da liberagdo de glutamato no meio
extracelular ainda ndo estdo bem elucidadas, especialmente para células
de glioma. Sabe-se que as terapias comuns utilizadas para tratamento de
tumores cerebrais, principalmente a ressec¢do cirlrgica e a radioterapia,
acarretam em lise e necrose das células da glia e tumorais, possibilitando
liberacdo de glutamato no meio extracelular e contribuindo para a
expansdo tumoral (SEYFRIED e col, 2012; SEYFRIED e col., 2014).

Estudos que compreendem terapias metabolicas mostram que a
restricdo de glicose é uma abordagem promissora e com resultados
interessantes para tratamento de canceres, principalmente para tumores
cerebrais. A comparacdo entre o0s tratamentos quimioterapicos
conhecidos com novas oportunidades de atuacdo de moléculas nédo
toxicas e tratamento metabdlico ndo invasivo tem sua importancia,
considerando que os quimioterdpicos possuem efeitos colaterais graves
e que podem ser determinantes para a debilidade do organismo.
Portanto, o estudo da combinacdo de tratamento quimioterapico com a
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restricdo de glicose em células de gliomas humanos é uma estratégia
importante para o entendimento dos processos bioldgicos que envolvem
a doenca, assim como para a descoberta de novas possibilidades de
tratamento, visando aumentar a sobrevida de pacientes acometidos por
GBM.

Considerando os dados representados pela literatura de que a
privacdo do substrato energético glicose em células tumorais é capaz de
influenciar em seu metabolismo e fungbes biolégicas, temos como
hipdtese a ideia de que a privacéo de glicose pode ter efeito sinérgico a
acdo dos farmacos antineoplésicos, possibilitando morte das células por
apoptose, alteracdo nos niveis de espécies reativas de oxigénio,
diminuicdo na liberagdo de glutamato pelas células e interferéncia na
taxa de migracéo celular em GBM1.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi analisar os efeitos celulares

da privacdo de glicose, associada ou ndo ao tratamento com o0s
quimioterapicos carmustina e temozolomida, em culturas primarias de
glioblastoma multiforme humano (GBM1) proveniente de resseccéo
cirlrgica.

3.2 Objetivos especificos

1.

Verificar alteragBes na viabilidade celular de células de GBM1
submetidas a privacdo de glicose e/ou tratamento com BCNU e
TMZ;

Analisar os tipos de morte celular (necrose e apoptose) envolvidos;

Medir os niveis de espécies reativas de oxigénio (EROS) produzido
pelas células em cultura, durante e ap6s o tratamento;

Analisar a liberacdo de glutamato em células GBM1, tratadas ou
néo;

Verificar as possiveis interferéncias do tratamento na migracao
celular.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Culturas celulares

A cultura priméria de glioblastoma multiforme (GBM1) é
derivada de um fragmento de tumor obtido pela equipe de neurocirurgia
da médica residente Melina Moré, no Hospital Governador Celso
Ramos, proveniente de uma cirurgia de resseccdo de glioblastoma. O
tumor estava localizado no corpo caloso e estendido para o ventriculo
lateral esquerdo, sendo diagnosticado por histopatologia como um
glioblastoma multiforme grau IV. A utilizagdo das células GBM1 em
pesquisas foi devidamente avaliada pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos (CEPH) e autorizada para esse fim (vide ANEXO).
As células GBM1 foram cultivadas em meio de cultura DMEM-F12
(Dulbeco’s Modified Eagle’s and nutrient mixture F12 — Invitrogen,
Carlsbad, CA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB;
Cultilab®) em garrafas de cultura de 25 cm? & 37°C em atmosfera Gimida
com 5% de CO,. As células foram tripsinizadas (Tripsina-EDTA,
0,05%; Gibco®), e semeadas em placas de placas de 24 pocos (10°
células por poco) ou placas de 96 pocos (10° células por poco), e
submetidas aos ensaios assim que atingiram confluéncia de
aproximadamente 80%.

3.2 Tratamento de restricéo de glicose

A partir da determinacdo da confluéncia das células semeadas
nas placas, 0 meio de cultura de cada poco foi trocado por meio em
concentragdes diferenciadas de glicose (DMEM No Glucose, Sigma®).
Como controle foi utilizada a concentragdo de 2 g/L considerando os
dados de niveis de glicose clinicos (0,7-1,44 g/L), essa concentracdo
corresponde a hiperglicemia em organismos saudaveis, mas abaixo do
normal em pacientes diagnosticados com GBM (FLAVAHAN e col.,
2013). Para mimetizar privacdo energética, o meio de restricdo foi
totalmente livre de glicose. Os meios com as duas concentra¢Ges foram
suplementados com 1% de SFB (Cultilab®), sendo que o SFB utilizado ¢
desprovido de acréscimo de glicose. Os niveis de glutamina do meio de
cultura foram mantidos.
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3.3 Tratamento com quimioterapicos

Os quimioterdpicos utilizados foram a Carmustina
(CsHyC2N3O,, BNCU, TCI America®) e Temozolomida (CsHgNgO,
TMZ, Sigma Aldrich®). De acordo com as instrucdes do fabricante, a
BNCU foi diluida em alcool etilico (99,5%, Synth®); TMZ diluido em
dimetil-suféxido (DMSO, Vetec®), sendo que as duas drogas foram
aliquotadas na concentracdo de 20 mM. As aliquotas foram diluidas em
meio de cultura para o tratamento, em todos os experimentos. Foi
determinada a concentracdo de 400 uM como efetiva para diminuicdo
de 10 a 20% da viabilidade em células GBML1, a partir de experimentos
realizados anteriormente pelo grupo de pesquisa (Trabalho de Concluséo
de Curso) sendo esta a concentracdo utilizada em todos os tratamentos.
Foram realizados pelo menos trés experimentos independentes para cada
quimioterapico, totalizando o minimo N=3 para cada ensaio.

3.4 Ensaio de viabilidade celular por MTT

A avaliacdo da viabilidade celular perante os tratamentos
citados foi realizada através do ensaio de MTT (brometo de [3-(4,5-
dimeiltiazol-2-il)-2,5-difenilterazélio, Sigma®). O MTT é um sal de
tetrazdlio soltvel em &gua, convertido a formazam purpura insollvel
apos clivagem do anel de tetrazolio por desidrogenases mitocondriais
(JACOBSSON e FOWLER, 1999). O ensaio de MTT indica as células
gue sdo viadveis e possuem potencial redutor celular compativel com a
vida. Apds o tratamento, o meio de cultura foi removido e substituido
por uma solucdo de 0,2 mg/ml de MTT em PBS por 2 horas a 37°C.
Decorrido o tempo de incubagdo, 0 MTT foi removido e 0s cristais de
formazam reduzido foram solubilizados pela adicdo de DMSO. A
viabilidade celular é proporcional a leitura da absorbancia, medida em
leitora Multimode Reader Infinite M200 TECAN® a 540 nm.

3.5 Quantificacdo dos niveis intracelulares de EROs

Os niveis de espécies reativas de oxigénio intracelulares foram
detectados com o uso do componente permeavel celular néo
fluorescente 2',7'- Diclorodihidrofluoresceina Diacetato (DCFH-DA,
Sigma®). Esse reagente penetra na célula e é deacetilado por esterases
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intracelulares em 2'.7'- Diclorodihidrofluorescina (DCFH), que
rapidamente € oxidado em 2'7'- Diclorodihidrofluoresceina (DCF)
pelas EROs celulares. A intensidade de fluorescéncia é proporcional ao
nivel de EROs do citosol. O reagente DCFH-DA (10 uM) foi adicionado
com a subsequente incuba¢do das culturas por 30 minutos a 37 °C. A
fluorescéncia foi medida em leitor de placa (Multimode Reader Infinite
M200 TECAN®) com excitacdo de 485 nm e emissdo de 520 nm.

3.6 Ensaio de analise de apoptose e necrose

Para avaliacdo dos niveis de necrose e apoptose celular foi
realizado o ensaio Anexina-V FITC (Millipore®) em citometria de fluxo.
Apbs o tratamento proposto, as células em cultura foram tripsinizadas,
centrifugadas e ressuspensas em PBS gelado, e entdo centrifugadas
novamente e ressuspensas em tampdo de ligagdo 1x, conforme
instrucGes do fabricante. As células foram entdo submetidas a citometria
de fluxo, onde foram divididas em 4 grupos: células apoptoéticas
(AnexV+/PI-), necréticas (AnexV-/Pl+), células mortas (AnexV+/Pl+) e
células ndo marcadas/debris (AnexV-/Pl-). Os resultados foram
quantificados em citdmetro de fluxo FACSCanto 11®.

3.7 Liberagdo de glutamato

O ensaio de liberagdo de glutamato foi realizado segundo
descrito por Molz e colaboradores (2009). As células foram semeadas
em placas de 24 pocos e, ap6s confluéncia, foi realizado o tratamento
conforme citado anteriormente. Apds 48 horas do tempo de tratamento,
0 meio de cultura foi removido e as células incubadas com solucédo
salina de Hanks (HBSS) (pH 7,2) por 15 min. Em seguida foi
adicionado 0,33 pCi/ml de L-[*H] glutamato (concentracdo final 100
M) por 7 minutos para iniciar a captacdo. Durante o procedimento os
pocos com células foram lavados 3 vezes com HBSS gelado para a
retirada do excesso de L-[°H] glutamato nio captado. As células ficaram
novamente incubadas por 15 minutos em HBSS e o sobrenadante foi
coletado para mensurar a quantidade de L-[3H] glutamato liberado. Apos
a coleta do sobrenadante liberado, as células foram solubilizadas em
uma solugdo de 0,1 N NaOH/ 0,01% SDS. A determinacdo do contetdo
de L-[*H] glutamato foi avaliada em contador de cintilac&o liquida, em
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gue a porcentagem de glutamato liberado foi expressa em relacdo a
guantidade total de L-[3H]glutamato.

3.8 Dosagem de proteinas

A dosagem de proteinas totais das amostras foi preparada em
placas de ELISA de 96 pogos; 10* células foram semeadas em cada poco
e apés confluéncia, tratadas conforme descrito nos tdpicos sobre
tratamentos (4.3 e 4.4). O procedimento utiliza albumina bovina sérica
(Sigma®™) como padréo de comparacéo e foi realizado tendo como base o
método de Lowry e col., 1951.

3.9 Migracdo celular — Ensaio de Scratch Wound

O ensaio de proliferacdo pelo método de scratch wound é um
método de visualizacdo e quantificacdo de migracéo celular que permite
analise de parametros de migracdo relacionados a matriz celular e
interacdo célula-célula. Foram utilizadas placas de seis pocos para
cultivo celular, nos quais 10° células de GBM foram semeadas por poco.
Apos confluéncia de 80%, foi feito um arranhdo central em todos os
pocos, retirando parte das células da monocamada, utilizando ponteira
de volume de 200 pL. Os pocgos foram lavados com solucdo de PBS e o
meio de tratamento foi adicionado. 5 microfotografias (camera Axiocam
MRC Carl Zeiss®) de cada grupo foram obtidas apés o procedimento de
scratch em trés tempos em relacdo ao tratamento (inicio, 24 horas e 48
horas) por microscépio Optico de fluorescéncia Axiovert 40 CFL - Carl
Zeiss~. Foram feitos um total de 3 experimentos independentes. A
guantificacdo foi feita a partir da analise de cinco medidas em pixel em
cada foto, utilizando o software Image J © 1.48V. O ensaio de scratch
wound foi baseado no protocolo de LIANG e colaboradores, 2007.

3.10 Microscopia de fluorescéncia

A microscopia de fluorescéncia das células foi feita com os
marcadores fluorescentes Faloidina (liga-se a o actina citoplasmatica) e
do Hoechst (Bishenzimida, C»;H,sNgO, se liga as bases nitrogenadas do
ADN celular), e teve por fim a avaliacdo da morfologia das células ap6s
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o tratamento proposto. Foram semadas 10° células de GBM em placas
de 24 pocos com laminulas, e submetidas ao tratamento citado
anteriormente apds confluéncia. Apds o tratamento, 0 meio de cultura
foi retirado e os pogos foram lavados com PBS, seguido de fixacdo com
paraformaldeido 4% durante 30 minutos as laminulas foram colocadas
sobre laminas de vidro para microscopia e entdo examinadas e
fotografadas em microscopio optico de fluorescéncia Axiovert 40 CFL -
Carl Zeiss®.

3.11 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada através da andlise de variéncia
de uma via seguida do teste de Student-Newman-Keuls, e variancia de
duas vias, seguida pelo teste de Bonferroni. Os dados foram expressos
como a média e desvio ou erro padrdo, utilizando o software GraphPad
Prism 5.0. Foram considerados significativos valores com p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Privacao de glicose sensibiliza células GBM1, diminuindo a sua
viabilidade frente ao tratamento com agentes antioneoplasicos.

Primeiramente, foi realizado o ensaio de MTT somente com o
tratamento de privacdo de glicose em tempos diferentes para
determinacdo do tempo de tratamento a ser analisado nos ensaios
subsequentes. Apds 24 horas de restricdo de glicose, a viabilidade das
células de GBM1 diminuiu aproximadamente 50% e, a partir desse
tempo de exposicao, a viabilidade das células se manteve estavel em 48
e 72 horas de privacdo energética (Figura 1). O tempo de 48 horas de
privagdo foi escolhido, considerando que nesse tempo a viabilidade
celular decai para cerca de 50% e, com a a¢do dos quimioterapicos TMZ
e BCNU nas dltimas 24 horas de privacdo, foi possivel observar a
interferéncia desses farmacos sobre a populagdo de células que
permaneceram vidveis. Nas primeiras 24 horas que compreende a
privacdo de glicose, as células sofreram processo de sensibilizacdo
possivelmente pela falta do substrato energético, e nas 24 horas
seguintes os quimioterapicos agiram. Em pesquisas feitas anteriormente
pelo grupo, em termos de andlise da viabilidade celular em curva de
concentracdo para TMZ e BCNU, a acdo destes quimioterdpicos na
concentracdo de 400 UM por 24 horas provocou diminuicdo entre 10 e
20% da viabilidade/potencial redutor das células tratadas (dados TCC
“Efeitos da restricdo de glicose associada ao tratamento quimioterépico
sobre a viabilidade celular de GBML1 in vitro”). Essa foi a concentragéo
escolhida para os tratamentos em todos os ensaios. A Figura 2 mostra a
alteracdo na viabilidade celular da restricio combinada & agdo dos
quimioterapicos. Os resultados mostram que a a¢do dos quimioterdpicos
na concentracdo utilizada ndo teve efeito significativo para na
diminuicdo da viabilidade celular na presenca de glicose, e quando
submetidas a privacdo de substrato energético, ocorre sensibilizacdo das
células e efeito sinérgico dos dois tratamentos, com diminuicdo da
viabilidade entre 70% para TMZ e 75% para BCNU.
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Figura 1. Efeito da privacao de glicose na viabilidade em células de
GBML1. Os valores foram normalizados em relacdo ao controle. Dados
foram expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes. ***p< 0.0001 representando diferenga significativa em
comparagdo ao grupo controle de cada tempo (ANOVA de uma via
seguida pelo teste de teste Student-Newman-Keuls).
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Figura 2. Efeito da privacdo de glicose conjugada ao tratamento
com quimioterdpicos TMZ e BCNU na viabilidade celular de GBM1
apos 48 horas de tratamento. Os valores foram normalizados em
relacdo ao controle. Dados foram expressos como média + desvio
padrdo de trés experimentos independentes. ***p < 0,001 representando
diferenca significativa em comparacéo ao grupo controle; “*p < 0,001
em relag&o ao grupo 2g/L de glicose ¢ 400 pM de TMZ, 4% p < 0,001
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em relacdo ao grupo 2g/L de glicose ¢ 400 uM de BCNU (ANOVA de
uma via seguida de teste Student-Newman-Keuls).
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Figura 3. Concentracdo de proteinas totais apds tratamento em
células de GBM1 apo6s 48 horas de tratamento. Os valores foram
normalizados em relacdo ao controle. Dados foram expressos como
média + erro padrdo de trés experimentos independentes. *p < 0,05
representando diferenca significativa em comparagdo ao grupo controle
20/L de glicose (ANOVA de uma via seguida de teste Student-
Newman-Keuls).

Dosagem de proteinas totais confirma a diminui¢do do contetdo
proteico dos grupos submetidos a privacdo de glicose e acdo dos
quimioterapicos, representada na Figura 3. Apesar do conteludo de
proteina total ndo indicar seguramente o nimero de células viaveis, a
alteracdo do seu perfil do contedo com o tratamento juntamente com a
diminuicdo da capacidade redutora representa possivelmente um
esgotamento metabolico que culminou na indugdo de morte celular.

4.2 O tratamento com BCNU aumenta de maneira significativa a
taxa de morte por apoptose em células de GBM1, sem interferéncia
do efeito da restrigdo de glicose.

A diminuicdo da viabilidade celular por consequéncia do
tratamento empregado nas células de GBM1 demonstra que este
tratamento induz a morte das células. As vias de morte mais comuns
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visualizadas em tumores em decorréncia da agdo de quimioterapicos é a
por apoptose e necrose, mas outras vias podem estar envolvidas.
(GERSON, 2002; LIN e col., 2012; MI AN e col., 2011; PAPAIT e col.,
2009).

O ensaio de morte celular por citometria de fluxo mostrou baixa
marcacdo por iodeto de propidio ([29/L] = CT 3,94+ 1,08; TMZ
6,25+1,19; BCNU 11,75+3,91; [0g/L] CT 7,63+2,23; TMZ 9,93+2,97;
BCNU 3,13+0,57). Ja a marcacdo por anexina V, indicando apoptose,
foi criticamente mais alta nos grupos tratados com o quimioterapico
carmustina ([2g/L] = CT 6,15+2,27; TMZ 11,5+1,49; BCNU 72,6+12,9;
[0g/L] CT 11,9+4,03; TMZ 24,2+5,77; BCNU 69,146,23). Dados da
literatura demostraram que a apoptose € a principal via de morte ativada
pela agdo de quimioterapicos alquilates de ADN (PAPAIT e col., 2009;
SANCHO-MARTINEZ e col., 2012), o que se confirma com o
tratamento das células com BCNU, mas ndo com TMZ. Os baixos
indices de apoptose nas células tratadas com temozolomida apontam que
a via apoptdtica ndo esta sendo a causa da diminuicdo da viabilidade
celular nesse grupo. Nao houve diferenga significativa entre a inducéo
de apoptose nos grupos tratados com BCNU que permaneceram com
glicose e nos que foram submetidos a privacdo da mesma. No ensaio de
viabilidade celular, o grupo sensibilizado com a retirada de glicose e
submetido ao tratamento com BCNU mostrou diminuigdo significativa
na viabilidade das células em comparagcdo ao grupo que permaneceu
com glicose. A Figura 4 ilustra a quantificacdo do ensaio de morte
celular por citometria nas células de GBML1.

4.3 A formacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS) ¢
diferencial em relacdo a auséncia ou presenga de glicose como
substrato energético e, também, para os dois agentes alquilantes
TMZ e BCNU

Além da inducdo de morte celular por alquilacdo do ADN, os
dois quimioterapicos utilizados possuem a capacidade de aumentar as
taxas de ER que, por sua vez, podem ativar cascatas pré-apoptoticas
levando a morte das células tumorais (Ml AN e col., 2011). Por essa
razdo, o ensaio de quantificacdo de espécies reativas de oxigénio foi
empregado primeiramente ap6s o tempo de tratamento proposto (48
horas de privacdo de glicose ou ndo — 24 horas finais de acdo dos
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quimioterapicos). Com o resultado obtido foi verificado que o
tratamento com BCNU diminuiu a formacdo de EROs, no grupo com
glicose a diminuicdo foi de cerca de 40% e, no grupo com restrigdo, a
diminuigdo foi de cerca de 65%. O tratamento com TMZ diminuiu as
taxas de producdo de EROs em cerca de 25% somente no grupo
submetido a privagdo (Figura 5), em comparagdo ao grupo controle.
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Figura 4. Quantificacdo de necrose e apoptose por citometria de
fluxo em células de GBM1 ap6s tratamento proposto. A)
quantificacdo dos resultados por grupo e B) exemplo de andlise de
citometria de fluxo mostrando as populacdes de células nos quadrantes
FITC+, PE+ e debris. Os valores da quantificacdo foram normalizados
em relacdo ao controle. Dados foram expressos como média + erro
padrdo de trés experimentos independentes. ***p < 0,0001
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representando diferenca significativa em comparagdo ao grupo controle
2g/L de glicose (ANOVA de uma via seguida de teste Student-
Newman-Keuls).

O aumento da concentragéo de espécies reativas € um processo
importante para a inducdo de apoptose, além da alquilacdo do ADN
provocada pela acdo de TMZ e BCNU. Com o intuito de verificar se
existe aumento na producdo de EROS nas primeiras horas de
tratamento, a medicdo de EROs foi feita em 2, 4 e 6 horas ap0s a adicéo
dos quimioterapicos ao meio de cultura (Figura 6). A diminuicdo das
EROs persistiu nos grupos tratados com BCNU sem glicose nas
primeiras horas (cerca de 20% em 2 horas, 40% em 4 horas e 30% em 6
horas), enquanto o controle submetido a restricdo e em TMZ sem
glicose, ha uma baixa significativa de cerca de 20% no tempo de 4 horas
de tratamento. Os outros grupos se mantiveram em equilibrio de EROs
em comparacdo ao controle 2g/L de glicose.
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Figura 5. Quantificacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio
geradas pelo tratamento com quimioterapicos com ou sem restricéo
de glicose em células de GBM1 ap6s 48 horas de tratamento. Dados
foram expressos como média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes. *** p < 0,05 significativo em comparagdo ao grupo
controle 2g/L, ### e &&& p < 0,05 significativo em comparagdo aos
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grupos tratados (ANOVA de uma via seguida de teste Student-Newman-
Keuls).
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Figura 6: Quantificacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio
geradas pelo tratamento com quimioterdpicos com ou sem restri¢éo
de glicose em células de GBM1 nas primeiras 2, 4 e 6 horas de
tratamento. Os valores foram normalizados em relacdo ao controle.
Dados foram expressos como média * erro padrao de trés experimentos
independentes. *p>0,05; ***p>0,001 significativo em relacdo ao
controle 2 g/L de glicose. (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de
Bonferroni).

4.4 A liberacdo de glutamato pelas células de GBM1 aumenta no
grupo tratado com BCNU e submetido a privacdo de glicose, em
comparacao as células que permaneceram sem glicose.

Resultados do nosso grupo mostraram que a liberacdo de
glutamato é maior em células de glioblastoma multiforme in vitro
(linhagem A172, dados ndo publicados), sendo que essa alteragdo foi
foco de pesquisas publicadas (YE e SONTHEIMER, 1999; HAMADI e
col., 2014; LYONS e col., 2014). As células mantidas em privacdo do
substrato energético glicose e tratadas com o quimioterdpico BCNU
tiveram taxa de liberacdo de glutamato significativamente aumentada
em relacdo ao grupo que permaneceu sem glicose pelas 48 horas de
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tratamento, nos indicando um resultado de aumento parcial na liberagdo
de glutamato em consequéncia do tratamento (Figura 7).
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Figura 7. Ensaio de liberacdo de glutamato em células de GBM1
apos tratamento proposto. Os valores foram normalizados em relacéo
ao controle. Dados foram expressos como média + desvio padrdo de trés
experimentos independentes. *p < 0,05 representando diferenga
significativa em comparagdo ao grupo 0 g/L de glicose (ANOVA de
uma via seguida pelo teste de Newman Keuls).

4.5 A privacdo de glicose em combinag¢do ao tratamento com o0s
guimioterapicos TMZ e BCNU interfere no processo da migragéo
das células de GBML1.

O processo de migracdo celular em gliomas esta relacionado a
capacidade destas células de invadir e se infiltrar nos espagos
extracelulares do tecido saudavel do cérebro, formando novos focos de
tumores e dificultando a localizacdo e o tratamento (CUDDAPAH e
col.,, 2014). Para avaliar os efeitos da privacdo de glicose e dos
quimioterapicos na migragao de células de GBM1, foi feito o ensaio de
Scratch Wound, que consiste em fazer um arranhdo na monocamada de
células, abrindo um espaco que serd preenchido posteriormente por
células que migraram de outras regides do poco da placa. Entre os
grupos que foram mantidos em meio de cultura com glicose, observou-
se alteracdo na migracdo por interferéncia da acdo dos quimioterapicos,
sendo que o grupo tratado com TMZ apresentou a maior taxa de
migracdo em relacdo ao grupo tratado com BCNU. BCNU teve maior
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acdo negativa na migracdo na presenca de glicose. Observou-se que a
privacdo de glicose, por si so, teve efeito negativo direto no processo de
migracdo, e o tratamento conjugado aos quimioterapicos diminuiu de
maneira significativa o preenchimento do scratch. A comparagdo entre
0S grupos mostrou que o tratamento com TMZ tem grande beneficio
com a retirada da glicose, sendo que a diferenca de migragéo de células
é visualmente maior do que comparando 0s grupos com e sem glicose e
tratados com BCNU. BCNU mostrou grande potencial em interferir a
migracdo celular mesmo em presenca de glicose e, com a retirada desta,
verificou-se uma maior influéncia negativa na capacidade de migracéo
das células (Figura 8). Além da interferéncia na migracdo, durante as
analises para registro do ensaio, foi possivel observar que a morfologia
das células se modifica por consequéncia dos tratamentos, e fotos
ilustrativas foram feitas com marcadores para o actinina citoplasmatica
(Faloidina) e marcador de ADN (Hoechst). As células ndo tratadas
apresentam morfologia de astrécito alongado compativel com o tipo
celular em cultura e, quando tratadas com o0s quimioterapicos, a
morfologia se altera para ovoide, como ilustra as Figura 9.
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Figura 8. Ensaio Scratch Wound de migrac¢ado celular em células de
GBM1 apds tratamento com ou sem privacdo de glicose em
combinacdo a acdo de TMZ e BCNU. Os valores quantificados em
pixels a partir de microfotografias com aumento de 10x foram
normalizados em relacdo ao controle. Dados foram expressos como
média + desvio padrdo. N = 3, *p< 0,05, ###, &&& e***p<0,001
representando diferenca significativa em compara¢do ao grupo controle
(*), grupo 2 g/L de glicose e TMZ (#) e grupo 2 g/L de glicose e BCNU
(&). (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Newman Keuls).
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BCNU 2g/L

Figura 9: Microfotografias com marcadores fluorescentes Faloidina
e Hoechst de células de GBML1 apos tratamento. As mitofoografias
mostram a mudanca morfoldgica das células apds o periodo de restricdo
e acdo dos quimioterapicos TMZ e BCNU.
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4. DISCUSSAO

A restricdo de glicose como uma possivel terapia metabdlica
para gliomas compreende a aplicagdo dos principios de bioenergética
para o controle da doenca, tendo como alvo a diferenca de metabolismo
de ceélulas tumorais e ndo tumorais, considerando a preferéncia dos
tumores ao substrato energético principal utilizado pelas células do
SNC, a glicose (SEYFRIED e col., 2010). Como foi possivel observar
em nossa primeira analise, no ensaio de viabilidade celular para
restricdo de glicose apds 24 horas de privacao, temos uma baixa de 50 %
na quantidade de células que se permaneceram viaveis e, em 48 e 72
horas de privagdo, essa taxa se mantém estavel.

Dois pontos sdo relevantes para a ocorréncia deste fato, um
deles é a alta frequéncia de proliferacdo destas células em cultura pelos
diferentes tempos de tratamento, e também a inerente selecdo das
células mais aptas a sobrevivéncia com a retirada da glicose.
Considerando que uma cultura priméria derivada de resseccdo de tumor
possui diversidade genética em sua populacdo, a presenca de células
com potencial metabdlico diferenciado é plausivel, assim como a
presenca de células tronco de gliomas, também conhecidas como células
iniciadoras de tumor cerebral (BTICs, do inglés Brain Tumor Initiating
Cells). As células tronco de gliomas sdo favorecidas em um ambiente
com baixo fornecimento de glicose e oxigénio, como nas areas de
necroses tumorais (FLAVAHAN e col., 2013). Pesquisas que avaliaram
o0 efeito da restricdo de glicose em células de gliomas in vitro mostram
que a restricdo de glicose promove o fenotipo celular de células
iniciadoras de tumor, que possuem perfis moleculares diferenciados, o
gue permite uma adaptacdo metabolica dependendo do suprimento
energético disponivel (FLAVAHAN e col., 2013; YE e col., 2013).

Células com alta taxa de proliferacdo, como as células tumorais,
necessitam produzir proteinas e nucleotideos em larga escala e,
consequentemente, requerem altos niveis de glicose e de glutamina para
suprir suas necessidades metabdlicas. A glutamina ¢ um aminoéacido
ndo-essencial e mais abundante no plasma sanguineo, podendo ser
sintetizada a partir da glicose e também estando presente na formulagdo
dos meios de cultura de células in vitro. Para ser utilizada como
combustivel mitocondrial, a glutamina é metabolizada para formar -
cetoglutarato, e este entra no ciclo do ATC na matriz mitocondrial
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(DIAZ-RUIZ e col, 2009; VENNETI e col., 2015; WISE e col., 2010).
Segundo a teoria do efeito Warburg, varios tipos de células cancerosas
consomem glicose avidamente e produzem &cido lactico
preferencialmente pelo processo de glicélise, ao invés de catabolizar o
substrato por via do ciclo ATC e OXPHQOS, por conta das altas taxas de
mutacdo génica presentes nessas células, que podem causar prejuizo na
sintese de enzimas necessarias para a manutencdo das reacoes
metabodlicas (JOSE e col.,, 2011). Essas informacdes sugerem que,
mesmo com presenca de glutamina, a retirada da glicose interfere
diretamente na producdo de ATP, 0 que pode estar acarretando a baixa
da viabilidade nas células de GMB1 submetidas & restricdo e,
consequentemente, selecionando as células com maior potencial de
producdo de energia através do ciclo ATC e OXPHOS que utilizam a
glutamina como substrato.

O ensaio de quantificacdo de células viaveis utilizando a técnica
de MTT é uma maneira indireta de medir a atividade metabolica das
células, mais especificamente, a atividade da enzima succinato
desidrogenase mitocondrial, que reduz a molécula de MTT produzindo
cristal de formazan violeta, que é quantificado por espectrofotometria. A
succinato desidrogenase é uma proteina que faz parte do complexo 1l da
membrana interna mitocondrial, e tem participacdo no ciclo do ATC e
na OXPHOS (VANDEN BERGHE e col., 2013). Portanto, esse ensaio
pode refletir a quantidade de células viaveis e também o status de
atividade do metabolismo mitocondrial das células submetidas a um
determinado tratamento. Recentemente foi demonstrado que mutagdes
em genes diretamente envolvidos no metabolismo celular, como, por
exemplo, genes que codificam desidrogenases mitocondriais, podem
estar presentes em diferentes tipos de células tumorais, incluindo
gliomas (CHESNELONG e col., 2014; DIMITRQV e col., 2015). Esses
conhecimentos contribuem para suposi¢cdo de que os dados obtidos
através do ensaio de MTT, com o tratamento de restricdo de glicose, nos
mostram o potencial metabdlico das células adaptadas a utilizar a
glutamina como fonte energética através da respiracao celular.

Os quimioterapicos utilizados, temozolomida e carmustina,
possuem sua citotoxicidade principalmente mediada pela transferéncia
de um grupo metil (TMZ) e cloroetil (BCNU) para o oxigénio na
posicdo 6 da guanina no ADN celular. Esse processo, chamado
alquilacdo, ja foi bem determinado para essas substancias, mas os
mecanismos precisos de inducdo de morte nas células cancerosas por
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acdo destes farmacos ainda ndo foi bem elucidado (PAPAIT e col.,
2009). Sabe-se que a citotoxicidade dos dois agentes alquilantes em
questdo sdo diferentes, sendo que a morte celular causada por agentes
cloroetil alquilantes (BCNU) é mais potente, requerendo cerca de 10
lesbes no DNA para indugdo de morte celular, caracterizando uma
rapida acdo. Os agentes metil alquilantes (TMZ), sdo capazes de induzir
morte celular apds aproximadamente 6.000 lesdes no DNA celular, o
que significa que apresentam citotoxicidade menor e acdo mais lenta
(GERSON, S. L., 2002). Os resultados que obtivemos por a andlise da
viabilidade celular pela a¢do dos quimioterdpicos mostram que nha
concentracdo empregada (400 uM), com a presenca de glicose por 24
horas de agdo dos quimioterapicos ndo foram suficientes para
diminuicdo da viabilidade celular em comparagdo com as células ndo
tratadas. Também observamos que as duas substancias possuem
toxicidade em niveis diferentes nas células de GBM1 no estado de
privacdo de glicose. E possivel que a retirada da glicose beneficie a agéo
desses quimioterapicos.

Sobre a analise dos resultados do ensaio de citometria para IP e
Anexina-V, foi observado que as células de GBM1 tratadas com BCNU,
tanto na presenga quanto na auséncia de glicose, apresentam alta
marcacdo para morte celular por apoptose, sendo que a marcagdo
necrética permaneceu nos mesmos niveis das células ndo tratadas. No
tratamento com TMZ, ndo observamos diferenca significativa na
marcacao para nenhum dos processos de morte celular. Em comparagéo
com o0 ensaio de viabilidade celular, que ndo resultou em diminuicdo
significativa da viabilidade em relagdo ao controle no grupo tratado com
BCNU e mantido com glicose, a alta marcacdo de apoptose pode
representar um estado inicial de inducdo de apoptose, sendo que a taxa
metabolica das células ndo estaria propriamente inviabilizada,
possivelmente pela presenca de glicose. Joshi e colaboradores (2012)
demonstraram que ha reversdo do estado apoptotico em células de
glioma in vitro submetidas & acdo do indutor de apoptose
estaurosporina, assim como apos a retirada do estimulo. Esses dados
foram confirmados pela visualizagcdo da morfologia das células, ensaio
de viabilidade e quantificacdo de mudangas na morfologia nuclear,
durante a acdo da estaurosporina, e apds a retirada da mesma. Essa
reversdo ocorreu apds 19 horas de tratamento, mostrando recuperacio
significativa do potencial redutor das células de glioma. Essas
informacGes ajudam a entender porque ndo foi visualizada diminuicao
na viabilidade em células tratadas com BCNU que permaneceram com
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glicose e, pensando em termos metabdlicos, a presenca de glicose
possibilita obtencdo de energia de maneira mais rapida por via de
glicélise, beneficiando os processos necessarios para recuperagao das
células pela acdo do quimioterapico. Também a diferenca na taxa
proliferativa das células que permaneceram com glicose pode interferir
no tratamento, considerando que utilizamos a mesma concentracdo do
farmaco nos tratamentos de restricdo ou ndo restricdo de glicose, e a
variagdo na quantidade de células acarreta em diferencas na
metabolizacdo de moléculas citotoxicas e consequentemente, em seus
efeitos.

A deteccio de morte celular apds tratamento com
quimioterapico TMZ ndo resultou em inducéo significativa de apoptose
e necrose nas células de GBM1. Atualmente, TMZ é o farmaco mais
amplamente indicado para o tratamento de gliomas, considerando seus
menores efeitos colaterais e citotoxicidade mais baixa, em comparagdo
aos outros quimioterapicos, 0 que propicia menores danos a sadde geral
do paciente. Pesquisas que analisaram 0s mecanismos de acdo de TMZ
em células de glioma mostraram que esta substancia tem a capacidade
de induzir paralisacdo das células nas fases G2/M do ciclo celular
associada a via p53, seguida de senescéncia, além de induzir apoptose
através da mesma via. Essas alteracdes seriam visiveis cerca de 4 dias
apos o tratamento (PAPAIT e col., 2009). De fato, os resultados que
obtivemos corroboram com essas informagdes, sendo que a diminui¢do
da viabilidade no tratamento com restricdo de glicose e TMZ pode estar
envolvida com outros processos de morte celular, que ndo apoptose e
necrose. Shen e colaboradores (2014) analisaram as modificagdes
morfol6gicas, na viabilidade, no ciclo celular, morte celular e
proliferacdo, em células de glioma humano U251 apds tratamento com
100 pmol/L de TMZ por diferentes tempos. Com os resultados obtidos,
puderam concluir que TMZ diminui a viabilidade celular de maneira
tempo-dependente, sem deteccdo de inducdo apoptotica, detém as
células na fase G2/M do ciclo celular, além de inibir a migracéo e
promover autofagia. Outro estudo demonstrou que TMZ pode induzir
autofagia celular por dano mitocondrial em células de glioma, indicando
uma resposta de auto-renovacdo para remocdo de mitocondrias
danificadas, ap0s tratar células de glioma humano da linhagem U87 MG
com TMZ na concentragdo de 400 UM em 72 horas (LIN e col., 2012).
Esse mesmo estudo indicou que a taxa de apoptose pode ser aumentada
guando ha bloqueio do estimulo mitocondrial que induz autofagia no
tratamento com TMZ.
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As células de GBM1 que permaneceram sem glicose por 48
horas ndo apresentaram marcacdo para morte celular por apoptose e
necrose. Jelluma e colaboradores (2006) analisaram os efeitos da
privacdo de glicose em células de glioma humano U251 MG, em
critérios de morte celular, e obtiveram diferenca significativa na
marcacdo apoptética ap6s 24 e 48 horas de restricdo, e também
constataram aumento na formagéo de EROS sinergicamente ao aumento
de apoptose. Por ndo termos visualizado o mesmo efeito em células de
GBM1, podemos levar em consideracdo as diferencas nos tipos de
culturas celulares, considerando que as células GBML1 séo derivadas de
cultura priméria proveniente de resseccdo de tumor e, ocasionalmente,
pode possuir maior diversidade genotipica e fenotipica entre células de
uma mesma cultura, podendo resultar em diferentes respostas aos
tratamentos.

A formacdo de EROs é um pardmetro de analise importante
para varios processos celulares, incluindo morte e proliferacéo, além de
complementar a avaliacdo do status metabdlico das células. Referente
aos tratamentos propostos para células de GBM1, vemos que, nas
células que ficaram sem glicose por 48 horas, EROS estd no mesmo
nivel do controle que permaneceu com glicose. Células de glioma
humano em cultura submetidas a restricdo de glicose podem vir a morrer
por apoptose induzida pela geracdo de EROs, sugerindo que elas podem
adaptar seu metabolismo glicolitico, acionando o metabolismo por
respiracdo mitocondrial (PECQUEUR e col., 2013). A formacdo de
espécies reativas de oxigénio é diferente nos grupos tratados com
BCNU, com presenga ou ndo de glicose, e com TMZ durante a restrigdo.
Nesses grupos, ha diminuicéo significativa na formacdo de EROs, apds
48 horas de tratamento, em comparagdo ao controle ndo tratado. Para
analisar a formag8o de EROs nas primeiras horas de tratamento com 0s
quimioterapicos, foram feitos ensaios nos tempos de 2, 4 e 6 horas. A
formacdo de EROs para o grupo tratado com TMZ e submetido a
restricdo acompanha a diminui¢do da viabilidade/poder redutor nesse
grupo apos 48 horas, o que pode indicar uma diminui¢do na taxa de
proliferacdo das células em decorréncia do tratamento concomitante a
privacdo de glicose, e as células que permanecem viaveis possivelmente
utilizaram a glutamina através do ciclo ATC e OXPHOS para obtengédo
de energia, tendo como resultado a formacdo de EROs detectada. Em
estudo realizado por Lin e colaboradores (2012) também demonstrou-se
gue TMZ induz a geragdo de EROs apds 36 horas de tratamento, sendo
gue esta inducdo estd envolvida com processo de autofagia. Nas
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primeiras horas de tratamento os niveis de EROs no grupo TMZ com
restricdo se mantém ao nivel do controle. E possivel que esse aumento
em EROs possa ser visivel com maior tempo de tratamento.

Ja os grupos tratados com BCNU mostraram diminui¢do nas
taxas de formacdo de EROs, tanto na presenca quanto na auséncia da
glicose no meio. BCNU é um inibidor reversivel da glutationa redutase,
essencial para produgdo do antioxidante glutationa (MITOZO e col.,
2011). Sendo assim, teoricamente, o tratamento com BCNU promove
aumento na formacdo de EROS, mas os resultados que obtivemos néo
seguiram essa l6gica. Mantendo a glicose, o tratamento com BCNU néo
apresentou aumento significante de EROs e comparagdo ao controle ndo
tratado e, retirando a glicose, a formacdo de EROs diminui de maneira
significativa. A inibicdo da glutationa redutase pode ser um dos
principais fatores que acarretou na diminuicdo drastica da viabilidade e
inducdo de apoptose no tratamento com BCNU mais restricdo de
glicose, além da alquilacdo do ADN, que também induz morte por
apoptose. Com a prévia sensibilizacdo das células pela retirada de
glicose, o tratamento com BCNU pode ter sido altamente citotoxico,
inviabilizando as células nas primeiras horas de tratamento. Foi
observado que, em duas horas de tratamento a diminuicdo de EROs
nesse grupo (restricdo de glicose + BCNU) ja se torna detectavel, e
persiste nas préximas horas, sendo que em 48 horas essa diminuigdo
chega a cerca de 50%. Algumas evidéncias mostram que células
tumorais possuem adaptacGes a altas concentragdes de EROs, ativando
fatores de transcricdo sensiveis ao equilibrio redox, mantendo altas
concentracBes de enzimas antioxidantes como as enzimas superdxido
desmutases, ativando a expressao de fatores de sobrevivéncia e inibindo
fatores de morte celular (SHI e col., 2012). Essas adaptacdes estdo
envolvidas com o aumento da resisténcia aos agentes quimioterapicos,
como mostrou o estudo de Zhong e colaboradores (1999). Avaliando a
atividade das enzimas antioxidantes em células de linhagens de glioma
humano e comparando com linhagens de glioma de ratos, mostrou-se
que as linhagens humanas sensibilizadas com BCNU - aplicacdo da
concentracdo de BCNU que inviabiliza 60% das células, variando entre
150 e 50 uM, dependendo da linhagem - foram as que apresentaram
maior nivel de atividade da enzima catalase. Com isso, h4 a
possibilidade de um aumento na producdo das defesas antioxidantes em
resposta ao desequilibrio redox provocado pelos quimioterapicos, sendo
um ponto interessante para pesquisas futuras.
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Em relagcdo ao ensaio de liberacdo de glutamato por células
GBM1, foi observado um aumento significativo no grupo tratado com
restricdo de glicose e BCNU, em relacdo ao grupo de células que foi
submetido somente a restricdo por 48 horas. Esse resultado pode indicar
uma tendéncia das células que permaneceram sem glicose em diminuir
seus niveis de liberacdo de glutamato, sendo que essa hipdtese necessita
de investigacGes futuras. Geralmente, as células de glioma liberam altas
guantidades de glutamato para o meio extracelular, o que acarreta em na
excitotoxicidade em células vizinhas e possibilidade de maior expansédo
do tumor (GROOT e SONTHEIMER, 2011). O glutamato é produzido
pelas células tumorais a partir da glutamina pela acdo da enzima
glutaminase, que é altamente expressa em alguns tipos de tumores
cerebrais, sendo liberado através do sistema Xc-, um trocador de cistina-
glutamato, que ¢ altamente expresso em células de glioma
(CUDDAPAH e col., 2015; YAO e col., 2014). Cistina ¢ a forma
oxidada da cisteina, e a cisteina é um aminoacido envolvido na sintese
na enzima GSH, e ndo pode ser sintetizado intracelularmente, sendo
proveniente do meio extracelular. Em células de glioma, o aumento do
estresse oxidativo induz aumento do transporte de cistina para dentro da
célula, resultando no aumento da biossintese de GSH (UNGARD e
SINGH, 2011). Considerando que BCNU inibe a GR, 0 aumento parcial
na liberagcdo de glutamato pelo grupo submetido & restri¢cdo e tratado
com BCNU pode indicar o aumento de transporte de cistina, liberando
glutamato, com objetivo de compensar a diminui¢do na producdo de
GSH nas células.

Células de glioblastoma multiforme possuem a caracteristica de
migrarem para regides distintas do encéfalo, iniciando novas massas
tumorais e formando metastases. Essa caracteristica migratoria esta
relacionada com a possivel origem dos tumores cerebrais, que podem
derivar de células tronco neurais de adultos ou de células progenitoras
neurais multipotentes, além de outros tipos de precursores neurais
existentes em nichos proliferativos do encéfalo (CUDDAPAH e col.,
2014). A inibicdo do processo de migracdo é essencial, principalmente
para deteccdo das massas tumorais com maior precisdo para avaliacdo
da progressdo do tratamento. O ensaio de migracdo efetuado para
células de GBM1 com o tratamento de restricdo de glicose mostrou que
a privacdo desse substrato energético é eficiente para diminuicdo do
processo de migracdo nestas células. Segundo Xie e colaboradores
(2014) as células tumorais respondem ao fator de hipoxia com produgéo
de fatores angiogénicos para induzir formacdo de vasos sanguineos e
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também com o aumento da glicdlise. A quebra da glicose via glicélise
acarreta no aumento da concentracdo de lactato, diminuindo o pH do
microambiente, o que estimula as células a migrarem e invadirem outros
locais (HAN e col., 2013). Considerando que glioblastomas multiformes
possuem a caracteristica de conter areas de necrose isquémicas e
presenca de metabolismo glicolitico, a privagdo do suprimento de
glicose consequentemente interfere na capacidade invasiva, também por
dificultar o acesso ao substrato energético mais metabolizado pelos
tumores. Com relagdo aos quimioterapicos TMZ e BCNU, a restri¢do de
glicose inibiu a migragcdo no grupo tratado com TMZ. Vimos que, em
comparagdo a 75% do espago do scratch que foi preenchido com células
gue migraram, no grupo que se manteve com glicose e submetido & acdo
de TMZ, quando retiramos a glicose o espaco é preenchido somente em
cerca de 25%, sugerindo que as células tiveram maior dificuldade de
migrar de outras regides do poco. O tratamento com BCNU por si s6
teve grande interferéncia na migracdo, sendo que somente cerca de 30%
do espaco do scratch foi preenchido, resultado parecido com o que se
obteve na retirada de glicose por 48 horas, sendo que a privagao resultou
no fechamento de cerca de 25%. Também o tratamento com BCNU foi
melhorado com a retirada da glicose, mostrando que houve pouca
migracdo das células, cerca de 20%. Esses resultados ajudam a
confirmar a alta citotoxicidade de BCNU em compara¢do com TMZ.

A andlise morfoldgica das células de GMB1 com marcadores
fluorescentes Hoechst e faloidina mostraram que as células controle
possuem caracteristicas condizentes com células de glioma em cultura,
de proliferacdo rapida, aspecto fusiforme e nuacleos grandes
(MACHADO e col., 2005; JOSHI e col, 2012). Quando estas sdo
submetidas ao tratamento de restricdo, observa-se que a proliferacéo
diminui, as células adquirem formato arredondado com nitida
diminuicédo de contetdo citoplasmatico. O tratamento com TMZ altera a
morfologia das células principalmente em sinergia com a restricdo de
glicose, com intensa diminui¢do do citoplasma, perda de contato com
células vizinhas e fragmentacdo da cromatina visivel, aspectos estes,
condizentes com inducdo de apoptose (ZIEGLER e GROSCURTH,
2004). Essas modificacfes também estdo presentes nos tratamentos com
BCNU, com e sem glicose. Este trabalho pode ser considerado mais
uma evidéncia de que a restricdo de glicose pode ser um beneficio
empregado juntamente aos tratamentos comuns utilizados para combater
tumores cerebrais, considerando a diversidade limitada de
antineoplasicos para células de glioma. As possibilidades de terapias
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metabdlicas precisam ser mais exploradas, pois de fato tem sua
importancia e validade, e podem chegar a ser a resposta para as
dificuldades nos tratamentos contra tumores cerebrais.
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6. CONCLUSAO

Com relagéo aos resultados obtidos, concluimos que:

. A restricdo de glicose por si s6, age na diminuicdo da
viabilidade de células GBML in vitro a partir de 24 horas e apresenta,
ainda, efeito sinérgico quando empregada com os quimioterapicos TMZ
e BCNU em concentracdo ndo citotoxica.

. O quimioterapico BCNU tem alta capacidade de induzir morte
celular por apoptose em células de GBM1, TMZ, apesar de diminuir a
viabilidade, ndo apresentou marcacdo para necrose ou apoptose;

. A formagdo de espécies reativas de oxigénio nao foi
determinante para induzir citotoxicidade nestas células, considerando
gue o tratamento com BCNU conjugado a restricdo de glicose foi o
tratamento mais citotéxico em termos de viabilidade e morte celular
com menores niveis de formacdo EROs;

. Os tratamentos propostos parecem nao ter grande influéncia no
processo de liberacdo de glutamato pelas células GBML1;

. Os quimioterapicos TMZ e BCNU mostraram interferir no
processo de migracdo de GBML1, assim como a restricdo de glicose,
sendo que a associacdo dos tratamentos tem maior efeito na migracéo
celular.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Os estudos que possuem como foco quaisquer doengas que ndo
possuem tratamentos que efetivam a cura sdo essenciais para que se
encontrem intervencgdes definitivas, aplicaveis e acessiveis. Em relacdo
aos canceres, sendo estes derivados de qualquer érgao, ter como alvo o
metabolismo energético destas células de maneira direta, pode ser uma
saida para um tratamento real. Estudos ja efetuados, sendo eles in vitro,
in vivo ou reportagem de casos clinicos, mostram que a dieta com
privagdo de glicose tem interferéncia positiva no tratamento de gliomas,
sem causar maiores transtornos para as células ndo tumorais. Um dos
maiores desafios em relagdo ao cancer é a grande diversidade genotipica
e fenotipica encontrada, e por essa razdo a caracterizagdo das células
derivadas de culturas priméarias € importante para entender como 0s
diferentes tipos de células tumorais se comportariam sob tratamentos
variados. A utilizacdo de inibidores de enzimas relacionadas ao
metabolismo energético é um dado importante, e pode responder muitas
perguntas. Os tratamentos in vivo também sdo importantes, pela
possibilidade de analise da resposta ao tratamento em um contexto de
organismo como um todo. Novas técnicas de culturas in vitro ja estao
disponiveis, como a cultura de células tridimensionais, possibilitando
observar o comportamento destas células em um nivel mais préximo do
gue seria em um tecido. Pesquisas com diversas substancias que
possuem efeito antioxidante em estudos ja publicados demonstraram
que algumas delas possuem efeito positivo no tratamento de céancer,
sendo que a questdo da producdo de espécies reativas ainda é um ponto
discutivel em relacdo do seu beneficio ou maleficio na progressdo de
tumores. O estudo do metabolismo celular tumoral aliado a privacdo de
substratos energéticos e ao uso de substancias de efeitos diversos é uma
linha de pesquisa com muitas possibilidades e grande capacidade de
acréscimo para a cura dessa doenca.
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9. APENDICE
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Figura 1. Microfotografias do ensaio de Scratch Wound mostrando
0 arranhdo na monocamada de células e seu preenchimento ao
longo dos tempos de tratamento — 2 e 0 g/L de glicose, e
quimioterapicos TMZ e BCNU na concentracio de 400 pM
(aumento de 4x).



79
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Area 3. FAmMacos, medicamenios, vacnas & tesies dagnasicos novos fases |, 1l e 111 ou ndo na
pals (ainda gue fase V), 0u quando 3 pesquisa Tor FESSEnts A 52U US0 Com modalidadss, Ind | d05Es
ou vi3s de admin diterantes dagueias estabaeciias, INcluindo 520 eMprago em comanagies.
Verzdo: 1

CAAE: [4087112.9.0000.0121
Pesquisador:  Claudla Bealiz Nedal Mendes de Agular

InstiulgSo:  UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA
CATARINA [Hospital Universiano HLU- UFSC)

FARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Hlmers do Parecer: 108256

Data da Redatora: 240202

Apressntagio do Projsto:
0 estudo de Aguiar pretende estudsr culluras de ciiuias de gilomas ressecados e packantes do Hosplal Ceso
Famos, Floranopoils.

Objstivo da Pesqulsa:

Estabaiacar linhagens umorals primarias a partr de gicmas FUmanos provenlentes oe pacieniss submetidos 3
resE20pa0 de Umores no Hospital Celso Ramos, Flord Is, SC, estudanco nestas (Inhagens 08 efeitns do
tratamento com temozolamida e camusting na modulagio do aminoacido excitatono givtamato e o perfl de
células fronco presentas.

Avallazio dos Riscos & Bansficios:
05 riscos suplantam ce beneficos.

Comentarics & Conslderagles s0bre a Pesquisa:
Comtribulrd sobre o conhecimento generallzivel sabre o tema.

Conalderages sobre oa Tarmos de apressntag3o obrigatona:
TCLE adequado, anuensia oo HGOR

Recomantagiiea:
N&0 & aplica

Concluades ou Pendénclas o Lista de Inadequagies:
Pela awovagdo

Enderece:  Campus Univaisibins Rster Jolo Dinid Farmein Lins

Bairre:  Trinchach CEP: EA 40000
WF: B Municigle: FLORLAROPOLIS
Talabone: (46]5721-E008 Fis: (4537 21-0a808 E-mall: copfiaieria e b
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SANTA CATARINA - UFSC

Sifuaga0 do Parecar
Aprovado

Macesslta Apreciagao da COMNER:

Conelderagias Finales a critario do CEP:
Aprovaco

FLORLANOPOLES, 26 de Setembro de 2012

g v o
Washingion Porisla de Souza



