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1. INTRODUCAO

Gliomas sdo tumores primarios que surgem no sistema nervoso central
(SNC) e que compartilham semelhancas morfologicas e expressédo de proteinas
relacionadas a células gliais, tais como astrocitos, oligodendrocitos e seus
precursores. O glioblastoma multiforme constitui a forma mais comum e
devastadora de tumor cerebral e representa cerca de 50% de todas as neoplasias
do SNC (HOLLAND, 2001). Esse tumor é caracterizado por uma populacéo
heterogénea de células geneticamente instaveis, grande capacidade de
infiltrac&o, angiogénese e resisténcia a quimioterapia (WEN et al 2008).

A cirurgia representa o tratamento de primeira escolha, seguida de radio
e/ou quimioterapia utilizando como farmaco um agente alquilante de DNA, a
temozolomida (TMZ) (HUSE E HOLLAND, 2010). A sobrevida relativa em cinco
anos para pacientes com cancer no SNC é préoxima de 20%, ou seja, a maioria
dos pacientes ndo chega a sobreviver 5 anos apés o diagnéstico (INCA, 2013).
Os pacientes com GBM apresentam uma sobrevida média de 12-14 meses apos
o diagnostico (STUPP et al 2009). O progndéstico continua muito pobre porque as
células neopléasicas invadem o parénquima cerebral e naturalmente desenvolvem
resisténcia a maioria dos farmacos citotéxicos e radioterapia (LEFRANC, 2005).
Clinicamente, a resisténcia adquirida a TMZ é um problema significativo, com
mais de 90% dos gliomas recorrentes mostrando nenhuma resposta ao TMZ
(Oliva, 2010)

Receptores Toll-like (TLR) sdo uma familia de receptores que medeiam o
reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdégenos (JANEWAY,
2002). O TLR-4 reconhece o lipopolissacarideo bacteriano (LPS) e desencadeia
uma série de eventos que levam a um aumento da expressdo de genes pro-
inflamatorios (AKIRA et al 2001). Estudos indicam que o TLR-4 desempenha
funcdo importante na atividade proliferativa dos gliomas (SARRAZY et al 2011).
Além disso, o aumento na expressao de TLRs tem sido relacionada ao aumento
da malignidade bem como a resisténcia a radio/quimioterapia (CHEN et al, 2008).

Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o envolvimento
do TLR4 na proliferacdo e quimioresisténcia em linhagem de glioma C6.

2. METODOLOGIA
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2.1 Culturas de células

A linhagem de GBM de rato (C6) (ATCC) foi cultivada em DMEM
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) e mantida a 37°C em atmosfera
umidificada e 5% de CO..

2.2 Tratamento das culturas

As células de glioma C6 ou C6 resistentes ao TMZ foram semeadas em
placas de 24 pocos em meio DMEM suplementado com 5% de SFB. Apés 24 h de
incubacdo as células foram submetidas a um protocolo de reducdo de SFB a
0,5% com o objetivo de manutencdo das células em fase GO do ciclo celular.
Decorridas 24 h, foi efetuado o tratamento com LPS (1, 10 e 100 ng/mL) com
duracdo de 48 h sendo que as células tratadas somente com DMEM foram
consideradas controle.

2.3 Contagem celular

Apos o término do tratamento, as células foram soltas com 100 pL de tripsina
por poco. A placa retornou para a incubadora por 5 minutos e apos esse periodo
foi adicionado 200 uL de meio DMEM 5% SFB para neutralizar o efeito da tripsina.
Assim que o meio foi adicionado o volume final de 300 pL foi transferido para um
tubo eppendorf e homogeneizado e as células foram colocadas em camara de
Newbauer para contagem. Os dados foram analisados por ANOVA seguido
depost-hoc de Tukey e os valores foram considerados significativamente
diferentes do controle para um P < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstraram que quando células de glioma C6

foram tratadas com LPS nas concentracdes de 1 e 10 ng/ml ocorreu um aumento
significativo no numero de células em 36% e 48% respectivamente, quando
comparado ao controle. Entretanto quando as células foram tratadas com 100
ng/mL ndo foram observadas diferencas significativas em relacdo ao controle
(Figura 1). Esses achados sugerem que o tratamento com LPS e a consequente
estimulacdo do TLR4 aumenta a proliferacdo de linhagem de glioma, porém a
resposta ndo € dose dependente.
Quando as células de glioma quimioresistentes foram expostas ao LPS 100
ng/mL ocorreu uma diminuicdo da proliferacdo e uma reducédo de 51% no numero
de células em relacdo ao controle, enquanto que nas concentracdes de 1 e 10
ng/mL ndo foram encontradas diferencas significativas (Figura 1).



C-O2014

SR e = | UFPEL
200-
@l C6
- . CJ C6 TMZ
100

N° de células (x10?)

50-
Binisls
0=C 1 10 100" C 1 10 100
LPS-ng/mL LPS-ng/mL

Figura 1: Efeito de LPS 1, 10 e 100 ng/mL em cultura de GBM de rato (C6;
barras escuras) e de GBM resistente ao TMZ (C6TMZ; barras claras) apos 48 h
de tratamento. Os dados foram expressos como média = desvio padréo e foram
analisados por ANOVA seguido de post-hoc de Tukey. *Diferenga significativa
guando comparado ao controle para um P < 0,05.

4. CONCLUSOES

A estimulacao dos receptores TLR-4 levaram a um aumento na proliferacao
e numero de células de gliomas, mostrando um possivel envolvimento desse
receptor com a progressao tumoral. Porém, sua resposta se encontra alterada em
células resistentes ao TMZ, sugerindo um envolvimento na quimioresisténcia.
Mais estudos ainda sdo necessarios para identificar os mecanismos envolvidos
associados a esse efeito.
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