Glutamato induz radioresisténcia em
glioblastomas humanos
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RESUMO

Os glioblastomas (GBMs) sdo os tumores cerebrais mais agressivos. Além disso, apresentam resisténcia
intrinseca a radioterapia. Considerando que a maior liberacdo de glutamato tem relacdo com a agressividade
dos GBMs, investigamos a participacdo do glutamato na resposta a radioterapia em GBMs cultivados a partir
de amostras obtidas por resseccdo cirirgica. Para tal, culturas de UGBMI1 e UGBM2 foram tratados com 2,
5 e 10 Gy de radiacdo ionizante na presenca ou ndo de glutamato (5 mM), DNQX (500 uM) ou BSO (25
uM). Nossos resultados mostraram que o glutamato diminuiu a sensibilidade dos dois cultivos a radioterapia,
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cujo efeito foi inibido pelo DNQX e BSO. Estes achados sugerem que a acdo protetora induzida pelo glutamato
a radioterapia em GBMs ocorre via receptores de AMPA e GSH.
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ABSTRACT

Glioblastomas (GBMs) are the most aggressive brain tumors. These tumors also display an intrinsic resistance
to radiotherapy. Since the higher glutamate release is associated to a more GBM aggressive behavior, we investigated
the glutamate involvement on the response of GBM cultures obtained from samples of surgical resection. Thus,
UGBMI and UGBM2 cultures were treated with 2, 5 and 10 Gy of ionizing radiation in the presence or
absence of glutamate (5 mM), DNQX (500 uM) or BSO (25 uM). Our results showed that glutamate had
decrease radiotherapy sensitivity in both GBM cultures, which is diminished after DNQX or BSO treatments.
These date suggest that the protective effect of glutamate in response to radiotherapy in GBMs are mediated by

AMPA receptors and GSH.

Key words: gliomas, glioblastomas, radioresistance, glutamate, glutathione.

INTRODUCAO

O glioblastoma multiforme (GBM) representa
25% dos tumores primdrios do Sistema Nervoso
Central (SNC) nos adultos e estd associado com
progndstico ruim. A resseccio cirtrgica € a terapia
de escolha e deve ser seguida pela radioterapia,
associada ou nio a quimioterapia (BRANDES et
al., 2008). No entanto, tumores, como o GBM,
respondem com limitada eficacia a radioterapia em
fungfo da radioresisténcia intrinseca desses tumores

(HUSSAINI et al., 2002; ROCHA et al., 2004;
CHANG et al., 2007; NODA et al., 2009).

Virios estudos sugerem que o glutamato desem-
penhe um papel central na proliferagio, na manu-
tengio celular de GBMs e na invasio dos tecidos
adjacentes as células tumorais (ISHIUCHI et al.,

2007; LYONS et al., 2007; SCHUNEMANN et al.,
2010). O glutamato é o principal neurotransmissor

excitatério de mamiferos (FONNUM, 1984). Em
situagdes onde o glutamato permanece por tempo
prolongado, ou em concentracdes elevadas na fenda
sindptica, se observa producéo de danos celulares
provocados pelo excesso da estimulagio dos recep-
tores glutamatérgicos, fendmeno conhecido como
excitotoxicidade (LIPTON, 1999; MELDRUM,
2000). A excitotoxicidade leva 2 necrose de neurd-
nios vizinhos, permitindo, dessa forma, mais espago
para o crescimento tumoral (NOCH; KHALILI,
2009). De um modo geral, os gliomas sdo capazes
de liberar grande quantidade de glutamato para
o meio extracelular e a liberacio ativa desse ami-
no4cido ocorre via carreador cistina: glutamato
(YE; ROTHSTEIN; SONTHEIMER, 1999; YE;
SONTHEIMER, 1999; IWAMOTO et al., 2010).
Neste sentido, a liberagio de glutamato pelo glioma
pode facilitar tanto a progressio quanto a invasio

desses tumores (IWAMOTO etal., 2010). O uso de
antagonistas dos receptores NMDA e dos receptores
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AMPA reforca esta idéia ao demonstrar que sua
utilizagfo diminui o crescimento tumoral de gliomas

(RZESKI; TURSKI; IKONOMIDOU, 2001).

A glutationa (GSH) e seus complexos en-
zimdticos funcionam como um sistema de de-
toxificagdo que desempenha importante papel
na protecdo das células contra danos induzidos
pelos radicais livres e desta forma, podem pro-
teger contra os efeitos da radiacio ionizante
(O'BRIEN; TEW, 1996; ZHONG et al., 1999;
YANG; CHAN; YU, 2006; ZENGIN et al.,2009).
O contetddo de GSH e seus sistemas, tem sido
relacionado ao padrdo de comportamento dos
gliomas em resposta aos tratamentos que indu-

zem estresse oxidativo (YANG; CHAN; YU,
2006; ZENGIN et al.,2009). A maior entrada de
cistina na célula pode resultar em maior sintese
de GSH, representando um possivel mecanismo
associado 2 radioresisténcia e progressio dos
GBMs promovidos pelo glutamato. Portanto, no
presente estudo, avaliamos o efeito do glutamato
sobre a resposta celular dos GBMs em cultivo

ap6s radiagdo ionizante.

MATERIAL E METODOS

Obtencao das Amostras
Tumorais

Os cultivos primdrios derivados de GBMs e de-
nominados UGBM1 e UGBM?2 foram produzidos a
partir de amostras coletadas de dois pacientes sem
tratamento prévio e submetidos a resseccio cirtr-
gica no Hospital Beneficéncia Portuguesa em Porto
Alegre — RS. O estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da ULBRA e os pacientes

assinaram o termo de consentimento autorizando

o uso das amostras (CEP 2003-098).

Preparo e Manutencéao dos
Cultivos

O cultivo celular primario foi estabelecido de
acordo com Farr-Jones(1999). Fragmentos de aproxi-
madamente 3 mm foram processados, onde as amos-
tras foram dissociadas mecanicamente excluindo-se
0s vasos e o estroma. As células foram incubadas,
centrifugadas e o pellet celular foi semeado em fras-
cos de cultivo com meio DMEN/F12 (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, CA, EUA) contendo 20%
de soro fetal bovino (FCS) (Cultilab Campinas, SB
Brasil). Os cultivos celulares foram mantidos a uma
temperatura de 37°C, a umidade relativa minima de

95%, e a atmosfera de 5% de CO?2.

Apbs estabilizacdo desses cultivos em meio 5%
de FCS foram realizados os experimentos (apds 50
passagens) com restri¢do da concentragio de soro
durante 7 dias.

Tratamentos dos Cultivos
Celulares com Radiacéao lonizante

Os tratamentos com radiaco ionizante foram
realizados através da exposicdo dos cultivos em
semi-confluéncia de UGBM1 e UGBM2 mantidos
em frascos de 25 cm?. As células foram tratadas com
doses de 2, 5 e 10 Gy de radiacio ionizante, com
tempos de exposiciode 17767 7,4°39" " e8°79"",
respectivamente, utilizando-se um acelerador linear
Telecobalto Theratron Phoenix Philips SR 7510
(Eindhoven, Holanda), com uma distincia fonte-
campo de 70 cm.
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Tratamentos dos Cultivos
Celulares com Glutamato, DNQX
ou BSO

Os cultivos foram tratados com glutamato,
6,7-Dinitroquinoxalina-2,3-dione (DNQX) ou
L-buthionina-SR-sulfoximina (BSO) (Sigma - St.
Louis, NY, EUA) por 48 horas com concentragdes
estabelecidas em estudos prévios. O BSO foi utili-
zado como pré-tratamento de 24 horas em relagéo
ao glutamato. Para tal, o glutamato (5 mM), DNQX
(500 uM) ou BSO (25 uM) foram diluidos em meio
de cultura contendo 0,5% de FCS.

Determinacéao do Efeito da
Radiacédo ou Glutamato na
Viabilidade Celular

Para analisar o efeito imediato da radiacio ou
glutamato, foi avaliado o ntimero de células via-
veis a cada 24 horas durante 6 dias, utilizando-se
o método de exclusio por trypan blue. Assim, as
células tratadas e ndo tratadas foram inoculadas
na densidade de 1500 células/ well em placas de
24 wells. As células coradas e nao coradas foram
quantificadas em hemocitdmetro em microscépio
invertido. A viabilidade celular foi expressa a partir
da razéo entre as células coradas e nio coradas.

Determinacéao do efeito do
Glutamato, DNQX ou BSO na
formacéao de colbnias

Os cultivos de UGBM1 e UGBM2 tratados ou
nio foram inoculados em placas de cultivo de 6
wells, na densidade de 400 células/well e mantidas
em cultivo por 14 dias. Apds, as células foram fi-
xadas com etanol 70% a 4°C e coradas com cristal
violeta 0,1% para a contagem das coldnias forma-

das. Foram consideradas as coldnias com mais de 50
células e a fragio de sobrevivéncia (SF) foi calcula-
da de acordo com a férmula (PETERSEN,2000):

SF = Ntmero de coldnias nas células tratadas X 100
Niamero de coldnias nas células controle

Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada através do
teste t de Student com p<0,05. As andlises foram

realizadas através de programa estatistico Instat
versdo 3.01 (Graphpad,USA).

RESULTADOS

Efeito da Radiacao lonizante
sobre a Proliferacéo Celular

Os cultivos celulares de UGBM1 e UGBM2
foram submetidos a doses de radioterapia de 2, 5
ou 10 Gy de radiagio ionizante. Logo apés o trata-
mento, as células vidveis foram quantificadas a cada
24 h durante 6 dias de cultivo. As células irradiadas
sofreram diminuicio no seu crescimento e na sua
proliferacio enquanto os controles (nfo irradiados)
mantiveram o seu crescimento exponencial (Figura
1). Nadose de 2 Gy, o cultivo de UGBM 1 n#o apre-
sentou queda significativa na proliferacio celular
(Figura 1A). Enquanto a UGBMZ2 demonstrou que-
da significativa da proliferacio a partir do segundo
dia posterior ao tratamento com esta dose (p<0,05)
(Figura 1B). Com o tratamento de 5 Gy, ambos os
cultivos apresentaram queda significativa na proli-
feracio celular a partir do segundo dia (p<0,05). O
efeito mais pronunciado sobre a proliferacio celular
foi observado na dose de 10 Gy, onde em ambos os
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cultivos se verifica diminuico significativa no cres-
cimento celular apés as primeiras 24 h (p<0,05).
Em ambos os cultivos as diferencas se mantém até

o dia 6 de cultivo (p<0,05).
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Figura 1. Numero de células viaveis apds irradiacao
dos cultivos de UGBM1 (A) e UGBM2 (B).
Apds a irradiacdo com 2, 5 ou 10 Gy as
células viaveis foram quantificadas a cada
24 h. Os resultados representam valores de
média (n=6) e desvio padrao de 3 experi-
mentos independentes.

Efeito da Radiacao lonizante
sobre a Formacéao de Colbnias
Celulares

O efeito tardio da radiaco foi investigado por
ensaio clonogénico. As células foram submetidas as
doses de radiagio e foram inoculadas em placas de
cultivo para a avaliacdo do efeito da radiagio sobre o
ntmero de coldnias 14 dias apds o tratamento. Com
2 Gy de irradiagio, a UGBM2 apresentou queda de
40% na fragio de sobrevivéncia (p<0,05). Nesta
mesma dose, nfo se observa diminuigio significativa
na fracio de sobrevivéncia do cultivo de UGBM1.
Com o tratamento de 5 Gy, ambos os cultivos tive-
ram redugfo na fragio de sobrevivéncia. O cultivo
de UGBM1 apresentou uma diminuigido de 40%

na fracio de sobrevivéncia, quando comparado ao
controle, enquanto na UGBM2 se observa diminui-
cdode 55% (p<0,05). Na dose de 10 Gy a fracdo de
sobrevivéncia dos cultivos de UGBM1 foi de apenas
20% e, 15% para UGBM2 (Figura 2).
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Figura 2. Fragao de sobrevivéncia dos cultivos de
UGBM1 e UGBM?2 irradiados com 2, 5 ou
10 Gy. Os valores representam valores de
média (n=6) e desvio padrdo obtidos de 3
experimentos independentes. Os dados sao
apresentados como fragao de sobrevivéncia
e 0s controles sao representados como
100% de fracdo de sobrevivéncia. * Valor
considerado significativamente diferente do
controle p<0,05.

O padrio de sensibilidade tardio a radiacéo io-
nizante mostrou-se semelhante tanto no efeito agu-
do quantono tardio. A dose de 5 Gy foi selecionada
para os experimentos subsequentes, considerando
que seu efeito de inibi¢io de crescimento agudo (a
cada 24 h) e tardio (14 dias) foi intermediario para
os cultivos estudados.

Efeito do Tratamento com
Glutamato na Proliferacao
Celular ap6s Radiacao lonizante

O aminodcido glutamato tem sido associado a
mecanismos de invaséo e proliferagio dos gliomas.
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Como a progressio dos gliomas malignos resulta
em maior resisténcia dos GBMs a radioterapia,
avaliamos o efeito do glutamato na resposta celular
a radiag@o ionizante. O tratamento com 5 mM
de glutamato promoveu aumento na proliferacéo
das células néo irradiadas quando comparadas aos
controles. No cultivo de UGBM1 este aumento
nio ¢ significativo, enquanto na UGBM2 se ob-
serva aumento significativo a partir do segundo dia
(p<0,05). Na dose de 5 Gy de radiagéo se observa
diminuicéo significativa na proliferacao celular em
UGBMI1 e UGBM2 (p<0,05). No entanto, em
ambos os cultivos, o pré-tratamento com glutamato
(5 mM) restabeleceu o comportamento da proli-
feracdo celular ao nivel dos controles, ainda que
submetidas a 5 Gy de irradiagio ionizante (Figura
3). Estes resultados sugerem que o glutamato esteja
envolvido em mecanismos associados a maior tole-
rAncia do GBM aos efeitos da radia¢io ionizante.
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Figura 3. Numero de células viaveis apos irradiacéo
dos cultivos de UGBM1 (A) e UGBM2 (B) pré
tratados ou nao com glutamato. Os cultivos
pré-tratados ou nao com glutamato (5 mM)
foram submetidos ou ndo a irradiaco ioni-
zante (5 Gy). Apos, as células viaveis foram
contadas a cada 24 h. Os resultados repre-
sentam valores de média (n=6) e desvio
padrao de 3 experimentos independentes.

Tempa dlasy

Efeito do Tratamento com
Glutamato na Fracao de
Sobrevivéncia ap6s Radiacao
lonizante

Quando foi avaliado o efeito do glutamato sobre
a fragio de sobrevivéncia celular, o comportamento
celular foi bastante semelhante ao que se observa
no efeito agudo do tratamento com glutamato e
irradiagio (Figura 4).
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Figura 4. Fracao de sobrevivéncia dos cultivos
UGBM1 e UGBM2 apds tratamento com
glutamato (5 mM) ou irradiacéao (5 Gy). Os
valores representam valores de média (n=6)
e desvio padrao obtidos de 3 experimentos
independentes. Os dados sao apresentados
como percentuais de fragdo de sobrevivén-
cia e os controles séo representados como
100% de fragdo de sobrevivéncia. * Valor
considerado significativamente diferente do
controle p<0,05.

A adicdo do antagonista de receptor AMPA
— DNQX, restabelece os efeitos da radiacdo indu-
zidos pela dose de 5 Gy (Figura 5). Estes resultados
indicam que o glutamato promove protegio contra
a radiacio nos cultivos de UGBM1 e UGBM2
através de mecanismos envolvendo ativagio dos
receptores AMPA.
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Figura 5. Fracao de sobrevivéncia dos cultivos
UGBM1 e UGBM2 apés tratamento com
glutamato (5 mM), irradiacao (5 Gy) ou
DNQX (500 mM). Os valores representam
valores de média (n=6) e desvio padrao
obtidos de 3 experimentos independen-
tes. Os dados sao apresentados como
percentuais de fracdo de sobrevivéncia
e 0s controles sao representados como
100% de fracdo de sobrevivéncia. *Valor
considerado significativamente diferente
do controle p<0,05.

Para avaliar se a resposta celular induzida apds
tratamento com glutamato e radia¢io ionizante tem
a participacio da GSH as células foram pré tratadas
com o inibidor de GSH — BSO. O pré tratamento
com o inibidor de GSH promove diminuigao sig-
nificativa na fracdo de sobrevivéncia em ambos
os cultivos celulares (p<0,05), demonstrando seu
efeito radiosensibilizante.

Quando o pré-tratamento com BSO foi com-
binado ao tratamento com glutamato, verificamos
que o efeito de protecdo do glutamato sobre o
crescimento celular desapareceu nos cultivos de
UGBMI1 e UGBM2 (p<0,05) (Figura 6). Assim, os
resultados sugerem que a acio protetora sobre am-
bos os cultivos promovida pelo glutamato envolva
o sistema de captacio da cistina, culminando na

producgio de GSH.
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Fragdo de sobrevivéncia dos cultivos
UGBM1 e UGBM2 apos tratamento com glu-
tamato (5 mM), irradiacao (5 Gy) ou DNQX
(500 mM). Os valores representam valores
de média (n=6) e desvio padrao obtidos de
3 experimentos independentes. Os dados
sao apresentados como percentuais de
fracao de sobrevivéncia e os controles sao
representados como 100% de fracao de
sobrevivéncia. *Valor considerado signifi-
cativamente diferente do controle p<0,05.

Figura 6.

DISCUSSAO

A radioterapia p0s cirurgia é a principal estra-
tégia de tratamento dos GBMs, porém sua eficicia
¢ comumente limitada pela radioresisténcia dos
GBMs (VAN DEN BENT, AFRA; DE WHITE,
2005; BRANDES, 2008). Por isso, a sobrevida
média dos pacientes com GBM fica em torno de
12 meses e apenas 3% sobrevivem mais de 5 anos
apds resseccio cirtrgica e tratamento com radiagio
ionizante (BRANDES, 2008). Em nosso estudo uti-
lizamos cultivos celulares derivados de fragmentos
teciduais de pacientes portadores de GBMs sem
histéria prévia de outras neoplasias cerebrais. Os
cultivos primarios sdo considerados um modelo
experimental com maior proximidade do tecido ori-

ginal quando comparados ao modelo de linhagens
(SHARMA et al., 2003; KUNZ-SCHUGHART
et al., 2004; KNIGHT et al., 2005).
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A radioresisténcia dos GBMs ja foi de-
monstrada pela recorréncia local do volume
irradiado (SNEED et al.,1994). No presente
estudo, avaliamos a participacdo do glutamato
na radiosensibilidade de dois cultivos primérios
de GBM (UGBM1 e UGBM2). Verificamos que,
em resposta ao tratamento radioterdpico ambos
os cultivos - UGBM1 e UGBM2 - apresentaram
inibicio dose-dependente na proliferacio celular
tanto no periodo imediato (proliferacio celular)
quanto no tardio (formagido de coldnias) apds
irradiagiio ionizante. Entretanto, observamos uma
nitida diferenga na sua radiosensibilidade, o que se
mostrou de acordo com a heterogeneidade clinica
tipicamente observada nos GBMs (HOMMA et
al.,2000).

Os tumores do SNC tem uma caracteristica
exclusiva que é a restricdo ao seu crescimento
pelo arcabougo 6sseo. Tem sido sugerido que
os gliomas de alto grau crescem na margem
externa do tumor, liberando o neurotransmissor
glutamato diretamente no tecido cerebral em
concentraghes que sdo suficientes para causar
a morte de neurdnios e de algumas células da
glia, propiciando mais espago para o crescimento
dos gliomas (CHUNG et al, 2005; LYONS et
al., 2007; SONTHEIMER, 2008). Sabe-se que
a capacidade de liberacio de glutamato € dire-
tamente proporcional ao crescimento tumoral
in vivo, independente da taxa de proliferacio e
da atividade mitética das células investigadas
(LYONS et al., 2007; SONTHEIMER, 2008). H4
duas possiveis hipoteses para estes achados: (1)
o glutamato liberado pela célula tumoral facilita
a expansio do tumor ao provocar a degeneragao
do tecido neural adjacente e a liberagio de subs-
tAncias pré inflamatérias que podem favorecer o
crescimento tumoral; (2) o glutamato pode estar

agindo diretamente sobre as células tumorais
como um fator tréfico.

Quando avaliamos a citotoxicidade do gluta-
mato nos cultivos de UGBM1 e UGBM?2 (dados
nio mostrados neste trabalho), verificamos
que ambos os cultivos celulares demonstraram
resisténcia relativa aos efeitos do glutamato.
Estes resultados estdo de acordo com estudos
prévios conduzidos por nosso grupo e também
com investigacdes de outros grupos de pesquisa
(CAMPBELL et al., 1985; YE; ROTHSTEIN;
SONTHEIMER, 1999; TAKANO et al., 2001;
REGNER et al., 2005, SCHUNEMANN et al.,
2010). Comparativamente, a resisténcia aos efei-
tos citotéxicos do glutamato em GBMs foi pelo
menos 45 vezes maiores que as concentragdes
toéxicas nos tecidos gliais normais (CHEN; LIAO;
KUO, 2000; MATUTE et al., 2002).

O tratamento com 5 mM de glutamato
promoveu aumento na proliferacdo das células.
No cultivo de UGBM1 este aumento nio é
significativo, enquanto na UGBM2 se observa
aumento significativo, indicando mais uma vez,
a heterogeneidade tipica dos GBMs (HOMMA
etal., 2006). Em ambos os cultivos, o tratamento
com 5 mM de glutamato tornou as células mais
tolerantes aos efeitos da radiacio ionizante e o
crescimento se manteve nos niveis do controle.
A adigido do DNQX, antagonista dos receptores
AMPA nos cultivos de UGBM1 e UGBM2 des-
faz o efeito potencializador sobre o crescimento
verificado por aumento na fragio de sobrevivén-
cia com o tratamento com 5 mM de glutamato,
indicando o envolvimento dos receptores AMPA
nas respostas mediadas pelo glutamato apds a
radiagfo ionizante. Neste sentido, diferentes
estudos identificaram papel relevante dos re-
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ceptores AMPA na progressdo, crescimento e
invasio dos gliomas malignos (VANHOUTTE;
HERMANS, 2008; VAN VUURDEN et al.,
2009). Estes achados terminaram encorajando
e justificando a condug¢éo de estudos clinicos
em gliomas malignos com o inibidor de receptor
AMPA — talampanel. Os resultados do protocolo
de fase Il encorajam a continuidade das investi-
gacoes, tendo em vista que o agente tem exce-
lente penetrancia no SNC e boa tolerabilidade
(IWAMOTO et al., 2010).

A habilidade da radioterapia de induzir dano
ao DNA e apoptose estd bem documentada em
varios tipos de células (LOWE; LIN, 2000). Nos
experimentos deste trabalho ndo avaliamos a
apoptose e seus marcadores, no entanto, observa-
mos que a adicio de glutamato tornou os cultivos
mais tolerantes & radiagfo ionizante garantindo a
continuidade da proliferacio celular imediatamente
apos a radioterapia. Neste caso, é possivel sugerir
que estdo sendo desencadeadas vias antiapoptose
nas células tratadas com glutamato. Os mecanismos
envolvidos nesta resposta nao foram investigados
neste estudo.

A liberacdo de glutamato pelos gliomas
ocorre como uma conseqiiéncia da captagdo do
aminodcido cistina via sistema Xc expresso na
membrana plasmdtica. Através deste sistema a
célula importa cistina na troca por glutamato
(SATOetal., 1999; YE; SONTHEIMER, 1999).
No interior da célula, a cistina é utilizada como
precursor na sintese do agente redutor GSH.
A inibig¢do farmacoldgica do sistema Xc inibe a
producido de GSH e diminui expressivamente
o crescimento dos tumores cerebrais in vivo
(CHUNG et al., 2005). Além disso, o contetido
de GSH e seus sistemas, tem sido relacionado
ao padrio de comportamento dos gliomas em

resposta a tratamentos que induzem estresse
oxidativo (YANG ; CHANG; YU.,20006; ZEN-
GIN et al.,2009). A radiacéo ionizante promove
danos celulares através da geragio de espécies
reativas de oxigénio, utilizando-se de sistemas
antioxidantes, os gliomas se protegem dos po-
tencias danos (ZHONG et al., 1999; MARTIN
etal.,2007). Desta forma, o aumento no conte-
tdo de GSH pode representar um mecanismo
pelo qual o glutamato esteja protegendo as
células de GBM contra os efeitos da radiagio
ionizante.

Ao analisarmos o efeito do BSO na fragéo de so-
brevivéncia de UGBM1 e UGBM2 apés irradiacio,
observamos que o pré-tratamento com o inibidor de
GSH promove diminuig¢éo significativa na fragdo
se sobrevivéncia em ambos os cultivos celulares,
demonstrando efeito radiosensibilizante. Quando o
pré- tratamento com BSO foi combinado ao trata-
mento com glutamato, verificamos maior efeito da
radiac@o ionizante na inibi¢ao de crescimento em
UGBMI1 e UGBM2. Assim, os resultados sugerem
que a a¢io protetora sobre as respostas de UGBM 1
e UGBM2 promovidas pelo glutamato envolvam
o sistema de captagio da cistina, culminando na

produgio de GSH.

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

CONCLUSAO

Em suma, os resultados do presente estudo
demonstram que o glutamato, além de promover
crescimento dos GBMs deve estar envolvido em
mecanismos de resisténcia a radioterapia via re-
ceptores AMPA e utilizando-se do sistema GSH.
Ainda que os achados deste estudo ndo possam nos
levar a uma explicagfo relativa ao mecanismo que
correlaciona estes fendmenos, é possivel sugerir que
o papel protetor do glutamato na resposta celular
ao estresse oxidativo, induzido pela radiagfo ioni-
zante, seja mais amplamente investigado para que
se possam avaliar estratégias de radiosensibilizagio

dos GBMs.
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