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Resumo

Gliomas constituem um grupo heterogéneo de tumores cerebrais. Eles podem ser divididos
em duas principais categorias: astrociticos e oligodendrogliais. Os astrociticos, objetos
deste estudo, sdo classificados patologicamente em quatro subtipos baseado na presenca ou
auséncia de atipia nuclear, mitose, neovascularizagdo e necrose. Esta classificacdo é util
para definir tratamento e prognostico. A origem glial € comumente confirmada pela
deteccdo imunoistoquimica para GFAP. Neste trabalho nds investigamos o imunocontetdo
das proteinas marcadoras astrociticas GFAP e S100B por ELISA e a atividade da enzima
glutamina sintetase (GS) em tumores gliais e tecidos peritumorais de sete pacientes
submetidos a resseccdo cirdrgica. Os resultados demonstram elevados niveis de S100B em
tecidos peritumorais ndo correlacionados com o grau de malignidade do tumor. Esta
elevacdo poderia contribuir para manifestacbes convulsivas observadas em alguns
pacientes. Em contraste com os dados obtidos pela imunoistoquimica para filamentos
gliais, encontrou-se uma aparente correlagcdo positiva entre o contelldo de GFAP e o grau
de malignidade do glioma. E possivel que este aumento no contelido de GFAP sgja
referente a GFAP total (fragdes sollvel e insolvel), em contraste com o contelido insollvel
(fibrilar e granular) detectado pela imunoistoquimica. A alta taxa GFAP/S100B (GFAP
elevada/S100B reduzida) est4 de acordo com a sua elevada atividade mitdtica, que pela sua
vez poderia ser inibida pela S100B. Além disso, houve uma correlagdo positiva entre a

atividade da GS e o grau de malignidade do tumor.
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1. INTRODUCAO

1.1. Tumores cerebrais

Os tumores cerebrais sdo uma das causas mais comuns de morbidade e mortalidade
precoce em humanos. Aproximadamente vinte mil novos casos de tumores cerebrais séo
diagnosticados a cada ano nos EUA (LANDIS et al., 1999). Neoplasia primaria do sistema
nervoso central é a causa de morte em aproximadamente 13 mil pessoas por ano apenas nos
Estados Unidos (POSNER, 1995). Inimeras estatisticas tém mostrado um significativo
aumento na incidéncia de gliomas malignos nos ultimos anos (WERNER et al., 1995;
LEGLER et al., 1999).

Os gliomas malignos sdo tumores muito agressivos, usualmente associados com um
rapido desfecho fatal, porém se tem reconhecido, mais recentemente, que mesmo 0s
gliomas de baixo grau apresentam um progndstico reservado. Contudo, existe uma
tendéncia otimista sobre este assunto em funcdo das tecnologias que atualmente contribuem
para a deteccdo, avaliagdo e caracterizacdo de tumores. Esta esperanca de que o
prognostico destes tumores possa melhorar esta baseado, pelo menos em parte, nas novas
técnicas de neuroimagem, com a tomografia computadorizada e a ressonancia nuclear
magnética, e no desenvolvimento de marcadores bioldgicos, que contribuem para o
diagndstico da doenca em estagio inicial, enquanto os tumores ainda estdo pequenos e nao
sofreram malignizagdo. O desenvolvimento de técnicas terapéuticas de sucesso para estas

lesbes requer esforgos continuados de clinicos e pesquisadores.

Gliomas constituem um grupo heterogéneo de tumores cerebrais. Quanto ao tipo de

célula, eles podem ser divididos em duas principais categorias: astrociticos e



oligodendrogliais. Estes tumores exibem caracteristicas bioldgicas Unicas. A sua origem
histolégica precisa ainda permanece obscura. Em geral eles apresentam uma alta taxa de
infiltragdo e crescimento invasivo no cérebro, porém raramente metastatizam para fora do
sistema nervoso central. As células dos gliomas comprometem o mecanismo imunocelular
de defesa. Estas células também sdo altamente resistentes a inducdo de morte celular
programada (apoptose), tornando indtil todas as terapias atualmente usadas no tratamento
do céancer. Os gliomas podem ser tanto de alto quanto de baixo grau de malignidade. Os de
alto grau podem surgir sozinhos (por exemplo, glioblastoma primario) ou podem ser
provenientes de um tumor de baixo grau preexistente (glioblastoma secundario). Desta
forma, levando em conta o grau de malignidade, os tumores gliais sdo divididos
patologicamente em quatro graus, de acordo com a area de maior malignidade encontrada,
baseado no sistema da Organizacdo Mundial de Salde, que leva em conta a presenca de
atipia nuclear, mitose, proliferacdo microvascular e necrose (KLEIHUES et al., 2002). A
classificagdo patoldgica precisa é essencial porque ela define o tratamento e prognostico
dos tumores. O mais comum dos tumores gliais de grau | de malignidade, o astrocitoma
pilocitico, € uma lesdo benigna e essencialmente um tumor que surge na infancia e
adolescéncia. Ja os gliomas grau I, Il e IV tém crescimento difuso, séo infiltrativos e
apresentam estagios distintos de malignizacdo dentro desta familia de tumores (gliomas),
sendo o glioblastoma (grau 1V) o mais maligno e a variante mais comum. Astrocitomas
grau | sdo tumores circunscritos, com crescimento lento e com baixa densidade celular.
Astrocitomas grau Il sdo tumores bem diferenciados com um padrdo de crescimento
infiltrativo difuso. Astrocitomas anaplasicos (grau I11) apresentam maior densidade celular

e aumento de atipia nuclear e de atividade mitotica. Glioblastomas (grau 1V) sdo



caracterizados por todos os achados descritos acima, além de proliferacdo vascular

proeminente ou areas de necrose (KLEIHUES et al., 2002).

As causas da origem da maioria dos gliomas ainda permanecem obscuras. Para a maioria
dos gliomas os fatores genéticos ndo parecem ter importancia. Similarmente, nenhum fator
ambiental foi relacionado ao desenvolvimento de gliomas, exceto irradiacdo craniana, que

parece aumentar a sua incidéncia (DEANGELIS, 2001).

2. Marcadores bioquimicos de tumores gliais

Em funcdo da diversidade de gliomas e dos diferentes graus de malignidade encontrados,
€ necessario que se intensifique os estudos com proteinas que possam servir de marcadores

bioquimicos para os diversos tipos de tumores gliais.

Glutamina sintetase

A Glutamina sintetase (GS) é uma enzima que medeia a conversdo de glutamato em
glutamina no citoplasma de astrdcitos. Apesar da GS ser detectada em varios 6rgdos do
corpo, no sistema nervoso central ela tem expressdo especifica nos astrocitos. Isto tem
incitado seu uso como um marcador astrocitico e também como um indicador de atividade

celular.

McCormick e colaboradores (1990) determinaram a atividade da GS em 224 tumores
intracranianos primarios e secundarios e em 18 bidpsias, nas quais ndo foi detectado tumor,
mas havia gliose reativa significativa. Entre os tumores avaliados, 0s maiores niveis de GS
foram encontrados entre os astrocitomas e oligodendrogliomas e ndo houve diferenca

significativa entre estes dois grupos. Entretanto, a atividade da GS foi duas vezes maior no



tecido que sofreu gliose reativa. Houve consideravel similaridade entre os niveis de GS nos
outros grupos de tumores estudados (ependimomas, meningiomas, neurinomas, carcinomas
secundarios e adenomas pituitarios). A atividade da GS para diferentes graduacdes
histolégicas de astrocitomas também foi detectada em cada um dos grupos e os valores
encontrados foram semelhantes, ndo apresentando diferencas significativas. Em contraste
com os resultados descritos acima, Pilkington e Lantos (1982) demonstraram por
imunocitoquimica, que os trés oligodendrogliomas da série de neoplasias intracranianas
foram negativos para GS. Eles ainda verificaram, neste mesmo estudo, uma diferenca entre
os niveis de GS (imunoconteido) em tumores astrociticos e o grau de malignidade. Houve
uma reducdo no imunocontetdo com o aumento do grau de malignidade. Isto corrobora
com o que foi encontrado no estudo de Akimoto (1993). Em tumores cerebrais primarios, a
imunorreatividade para GS apenas foi detectada nas células de astrocitomas e foi observada
uma correlagéo inversa entre a malignidade histoldgica e a expressdo de GS. Isto sugere
que a expressdo de GS em astrocitomas pode ndo apenas ser Util como um marcador

diagndstico para estes tumores, mas também na avaliacdo do seu potencial de malignidade.

Proteina &cida fibrilar glial
A proteina &cida fibrilar glial (GFAP) compde os filamentos intermediarios dos astrécitos, sendo

portanto uma das proteinas marcadoras destas células. Pilkington e Lantos (1982) estudaram
tecidos de tumores cerebrais obtidos de 17 casos de biopsias e 3 casos de autdpsias. Todos
0s tumores astrociticos foram positivos para GFAP e houve uma reducéo no niumero de
celulas imunorreativas com o aumento do grau de malignidade.

McLendon e colaboradores (1986), avaliaram 71 tumores cerebrais, que consistiam de 18

glioblastomas  multiformes, 4 astrocitomas anaplésicos, 7 astrocitomas, 6



oligodendrogliomas, 2 ependimomas, 5 gangliogliomas, 4 schwannomas, 4 meningiomas, 2
papilomas de plexo corodide, 2 cordomas, 1 craniofaringioma, 2 meduloblastoma e 14
carcinomas metastaticos. O estudo imunoistoquimico localizou imunorreatividade para
GFAP em 28 dos 29 astrocitomas e em todos os oligodendrogliomas, ependimomas e
gangliogliomas. GFAP n&o foi detectada nos demais tipos de tumores avaliados. Nos
tumores astrociticos, o numero de células imunorreativas para GFAP est4 correlacionado
com a queda da anaplasia celular.

Chen e Zhang (1989) estudaram 174 casos de tumores cerebrais, utilizando anticorpos
monoclonais para demonstrar por imunoistoquimica, a GFAP nas prepara¢des do tecido
tumoral cerebral. Todos os tumores astrociticos estudados (78 casos) foram GFAP
imunorreativos (GFAP-ir). A intensidade da imunorreatividade e o numero de células
reativas variaram entre 0s tumores astrociticos. Com o aumento da anaplasia menos células
positivas foram identificadas e menos células foram intensamente coradas. Enquanto 20-
40% das ceélulas foram GFAP-ir nos astrocitomas anaplasicos, alguns astrocitomas
altamente anaplésicos tiveram poucas células marcadas. Ja nos oligodendrogliomas, a
GFAP-ir foi observada em 5-20% das células tumorais em 11 dos 13 casos examinados.
Cinco dos 30 ependimomas mostraram uma reacdo para anticorpos anti-GFAP. Em 4 dos 7
meduloblastomas alguns astrocitos apresentaram GFAP-ir, enquanto a maioria das células
tumorais foi inteiramente negativa. A imunorreatividade foi negativa em todas as
neoplasias metastaticas e em todos o0s outros tumores cerebrais primarios examinados:
meningioma, schwanoma, linfoma primario, hemangiopericitoma, adenoma pituitario e
germinoma.

Muitos outros autores (DUFFY et al., 1980; TASCOS et al., 1982; SCHIFFER et al.,

1983), também observaram uma relagéo inversa entre GFAP-IR e o grau de malignidade
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nos tumores astrociticos. Com o aumento na anaplasia nos astrocitomas, menos células
reativas para GFAP s@o observadas. Este fendmeno pode estar relacionado a baixa
concentracdo de GFAP e talvez ao desarranjo dos filamentos gliais nos astrdcitos mais
malignos.

O papel da GFAP no desenvolvimento e progressao de tumores astrociticos € um pouco
controverso. Varios estudos in vitro tém sugerido uma correlacdo negativa entre 0s niveis
da expressdo de GFAP e a diferenciacdo e transformacdo de astrdcitos. Em celulas de
astrocitomas humanos a supressdao da expressdo da GFAP leva a uma reducdo da
diferenciacgdo celular e a perda da capacidade de estender processos em resposta a estimulos
neuronais (WEINSTEIN et al., 1991). A restauracdo da expressdao da GFAP reverte este
fendmeno (CHEN and LIEM, 1994). Em outro estudo, Wilhelmsson e colaboradores
(2003), demonstraram que a expressdo da GFAP ndo contribuiu para o desenvolvimento ou
progressdo dos astrocitomas.

Proteina S100B

A S100B € uma proteina ligante de calcio, expressa no sistema nervoso central,
particularmente por astrdcitos. Esta proteina pertence a familia S100 envolvida na
regulacdo de proliferacdo e morfologia celular (DONATO, 2003; VAN ELDIK &
WAINWRIGHT, 2003). A S100B tem sido um suposto alvo para muitos alvos
intracelulares, tanto no citoplasma (por ex. a GFAP) quanto no nucleo (por ex. a proteina
supressora de tumor p53). Além de uma funcéo intracelular, a S100B é secretada e exerce
um efeito regulatério sobre células vizinhas: astrdcitos, neurdnios e microglia. O efeito
extracelular da S100B observado em cultura de células depende de sua concentracdo, sendo
neurotréfica em niveis nanomolares e apoptética a niveis macromolares. Existem muitas

evidéncias para sugerir que, a concentracdes nanomolares, a S100B estimula a proliferacdo
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glial, a sobrevivéncia neuronal e protege neurénios contra a excitotoxicidade induzida pelo
glutamato (AHLENMEYER et al., 2000; KOGEL et al., 2004). A expressao da S100B,
particularmente S100B extracelular, é usada como um parametro de ativacdo glial ou
comprometimento em varias situacdes de injuria cerebral.

Superoxido dismutase

A superoxido dismutase (SOD) é uma metaloenzima responsavel pela dismutacdo do
radical superoxido a H,O; e O, (JHONSON & GIULIVI 2005). Em mamiferos, foram
identificados trés diferentes tipos de SOD: SOD1 ou SODCuZn, presente no citoplasma;
SOD2 ou SODMn, encontrada exclusivamente na mitocondria e SOD3 ou SODEC,
direcionada para o espago extracelular (ZELCO et al., 2002). A sua atividade tem sido
utilizada como um marcador de susceptibilidade e/ou dano ao estresse oxidativo.

Baseado nos resultados descritos acima € possivel entender que o0s estudos com
marcadores bioldgicos propiciam conhecimento detalhado das alteracbes em gliomas e
também assumem um importante papel no entendimento dos diferentes tipos de cancer.
Este enfoque possibilita novas oportunidades terapéuticas e um melhor estabelecimento do

prognostico.
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2.1.

2.2.

OBJETIVOS

Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi voltar a atengéo para a atividade e expresséo de
algumas proteinas gliais e correlacionar estes achados com o grau de malignidade
dos gliomas astrociticos em humanos. Para este propdésito, quatro marcadores

bioguimicos foram utilizados: GS, GFAP, S100B (especificamente gliais) e SOD.

Objetivos Especificos

1.  Determinar o imunocontetdo de S100B e GFAP e avaliar a atividade da
enzima GS em fragmentos de tumores intracranianos de origem glial e em
tecido peritumoral;

2. Comparar o imunoconteldo de S100B e de GFAP entre astrocitomas com
diferentes graus de malignidade;

3. Medir a atividade da SOD em astrocitomas e tecido peritumoral.
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3. PUBLICACAO

Manuscrito submetido ao periddico Chimica Clinica Acta em marco de 2006:

“Quantitative biochemical analysis of human gliomas and peritumoral tissues: a

preliminary study on GFAP, S100B and glutamine synthetase”.
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Abstract

Background: Astrocytomas constitute a heterogeneous group of brain tumors graded
pathologically in four main types, based on nuclear atypia, mitosis, neovascularization and
necrosis. The astrocytic origin is commonly confirmed by immunohistochemistry for glial
fibrillary acidic protein (GFAP). This classification is helpful for defining treatment and
prognosis. Methods: In this study, we investigated the immunocontent of GFAP and S100B
by ELISA, and glutamine synthetase (GS) activity in glial tumors and peritumoral tissues
from 7 patients submitted to surgical resection. Results: We found elevated levels of S100B
in peritumoral tissue not correlated with glioma grade. This elevation could contribute to
convulsive manifestations observed in some patients. An apparent positive correlation was
also observed between GFAP content and glioma grade, in contrast to the
immunohistochemical data obtained for glial filaments. Moreover, we observed a positive
correlation between GS activity and tumor malignancy. Conclusions: Our data possibly
demonstrate total GFAP (soluble and insoluble fraction), rather than just the insoluble
content (fibrillary and granular) detected by immunocytochemistry. The higher relative
ratio GFAP/S100B (elevated GFAP/low S100B) in astrocytoma is in agreement with its
high mitotic activity, since GFAP depolymerization is induced by phosphorylation during
mitosis, which in turn could be inhibited by S100B. However, in face of the small number

of subjects in this analysis, these findings should be considered preliminary.
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Introduction

Glial fibrillary acid protein (GFAP) is the most widely used marker for astrocytes and
astrocytic tumors. This protein is extremely useful for distinguishing these tumors from
schwannomas, meningiomas, pituitary adenomas and metastatic tumors, which are negative
for GFAP [1] and immunocytochemistry for GFAP is presently a routine cytopathological
assay for characterization of astrocytomas.

Astrocytomas constitute a heterogeneous group of brain tumors and are graded
pathologically into four main types, based on the presence nuclear atypia, mitosis,
microvascular proliferation, and necrosis, according to the World of Health Organization.
This classification is helpful to define treatment and prognosis [2]. In general, astrocytomas
exhibit a highly infiltrative and invasive growth pattern, but rarely metastasize outside the
central nervous system. These tumors are also highly resistant to the induction of apoptotic
death.

Several in vitro studies have suggested a negative correlation between GFAP content and
the dedifferentiation of astrocytes [3-5] and many high-grade gliomas appear to lose GFAP
expression [6,7]. However, the loss of GFAP expression in high-grade gliomas is not
associated with tumor progression [8].

Several other markers such as vimentine, PCNA, p21 and p53 [9,10] have been used for
the immunohistochemical characterization of gliomas. However, in addition to GFAP, two
astrocyte-specific proteins, S100B and glutamine synthetase, have been used for
astrocytoma characterization as well as markers for glial reactivity in brain injury.

The S100B protein belongs to the S100 family of calcium binding proteins involved in
cell growth and differentiation [11,12]. This protein is primarily expressed by astrocytes

and secreted by these cells, having a neurotrophic effect on neighboring cells. Extracellular
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S100B stimulates the proliferation of astrocytes and C6 glioma cells, increases survival of
neurons and promotes neurite extension. On the other hand, high levels of S100B can
induce apoptosis in astrocytes and neurons and high extracellular levels of S100B could be
involved in the pathogenesis of degenerative diseases [13]. Serum S100B also has been
used in the follow up of brain tumors diseases [14] and, importantly, most
immunohistochemical characterizations of gliomas use anti-S100 antibody, which detects
S100A1-6 from glial and non-glial origin, in addition to S100B [9]. In fact, significant
modifications occur in the level of S100A1 protein expression (and, to a lesser extent, in
S100A4 and S100B protein levels) in relation to increasing levels of glioma malignancy
[15].

Glutamine synthetase (GS) has been proposed as an additional immunomarker for
astrocytic tumors [16], since its enzymatic activity could be used to indicate cell activity in
glial tumors [17,18]. GS, together with glutamate uptake, makes the astrocyte essential for
glutamatergic transmission [19] and its activity is the main source of glutamine for tumor
proliferation.

In this study, we investigated the immunocontent of GFAP and S100B, and
GS activity in astrocytomas and peritumoral tissues from 7 patients
submitted to surgical resection. We also measured the activity of superoxide
dismutase (SOD), a key enzyme for superoxide clearance that (in contrast to
the other analyzed parameters) is not astrocyte specific, since SOD activity
could be a useful marker of oxidative sensitivity of glioma and peritumoral
tissue [20].Material and methods
Tumor and peritumoral tissue samples. This study was approved by the ethical board at
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), Porto Alegre, Brazil (Proc 05-109). Samples
were obtained by surgical resection from previously untreated patients at the Neurosurgical

Unit of the HCPA. Central mass tumors, corresponding to regions with contrast

enhancement by preoperative computerized tomography (CT) or magnetic resonance
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images (MRI), as well as peripheral fragments and macroscopically normal tissue from
each patient were separated for histological and biochemical characterization. The
glutamine synthetase assay was carried out immediately after resection. The remaining
tissue was rapidly frozen and stored at —70 °C for other biochemical analyses.
Histopathology. Glioma grading performed, according to the WHO classification, led to the
diagnosis of 1 grade | (pilocytic astrocytoma), 2 grade Il (astrocytoma), 1 grade Il
(anaplastic astrocytoma) and 3 grade IV (glioblastoma multiform) tumors. Patient profile,
tumor size, location and diagnosis are indicated in Table 1.

ELISA for S100B and GFAP. Immunocontent of S100B was measured by ELISA, as
described previously [21]. Briefly, 50 uL of brain homogenate (at a final protein
concentration of 10 pg/mL) plus 50 uL of barbital buffer were incubated for 3 h on a
microtiter plate previously coated with monoclonal anti-S100B (SH-B1, from Sigma). The
plate was then incubated with peroxidase-conjugated anti-S100 (from DAKO) for 1 h and a
color reaction with o-phenylenediamine was measured at 492 nm. The standard S100B
curve ranged from 0.25 to 2.5 ng/mL. The ELISA for GFAP was carried out by coating the
microtiter plate with 100 pL samples containing 100 ng of protein for 48 h at 4°C.
Incubation with a polyclonal anti-GFAP from rabbit (DAKO) for 2 h was followed by
incubation with a secondary antibody conjugated with peroxidase for 1h, at room
temperature. A colorimetric reaction with o-phenylenediamine was measured at 492 nm.
The standard human GFAP (from Calbiochem) curve ranged from 0.1 to 10 ng/mL.
Antibody specificity was determined by western blotting. Samples were measured in

triplicate and those with a coefficient of variation > 5 % were repeated; the interassay
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coefficient of variation in our sample was < 6 % and protein was measured by Lowry’s
method using bovine serum albumin as a standard.

Glutamine synthetase activity. The enzymatic assay was performed according to Petito et
al. [22]. Homogenate (0.1 mL) was added to 0.2 mL of reaction mixture containing (in
mM): 10 MgCl, ; 50 L-glutamate; 100 imidazole-HCI buffer (pH 7.4); 10 2-
mercaptoethanol; 50 hydroxylamine-HCI; 10 ATP and incubated for 15 min at 37°C. The
reaction was stopped by the addition of 0.8 mL of a solution containing (in mM): 370 ferric
chloride; 670 HCI; 200 trichloroacetic acid. After centrifugation, the supernatant was
measured at 530 nm and compared to the absorbance generated by standard quantities of y-
glutamylhydroxamate (from Sigma) treated with ferric chloride reagent.

SOD assay. SOD activity was carried out with the RANSOD kit (Randox, USA) [23]. This
method is based on the formation of red formazan from the reaction of 2-(4-iodophenyl)-3-
(4-nitrophenol)-5-phenyltetrazolium chloride (INT) and superoxide radical (produced in the
incubation medium from xanthine oxidase reaction), which is assayed in a spectro-
photometer at 505 nm. The inhibition of the chromogen produced is proportional to the
activity of the SOD present in the sample. A 50% inhibition is defined as one unit of SOD
and specific activity is expressed as units per mg protein.

Statistical analysis. Although this study involved a small number of samples an evaluation
based on Kolmogorovi-Smirnov test suggested a parametric analysis of data. Data are
presented as mean =+ standard error (Figures 1 and 3) and biochemical parameters in glioma
and peritumoral tissues were analyzed by Student t test; or presented in individual values

(Figures 2 and 4) for a linear correlation analysis with malignancy grade. The level of
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significance was defined as p < 0.05 (two-tailed). All analysis was implemented with the
SPSS 10.0 for Windows.
Results

Contents of GFAP and S100B in tumor and peritumoral tissue are shown in Fig 1,
independent of histopathological classification. GFAP content (Fig 1A) was not different
between glioma and peritumoral tissue, but a significant difference was found in the S100B
content (p < 0.05) (Fig 1B). Moreover, when each glioma was compared with its
corresponding peritumoral tissue (assumed as being 100%) the glioma S100B content
dropped to 6% (p < 0.01).

A positive correlation (R = 0.673) between tumoral GFAP and malignancy grade was
observed (Fig 2A), with a low significance (p = 0.098). Conversely, a positive correlation
(R = 0.783) was found between S100B and malignancy in peritumoral tissue (Fig 2B), also
with a low significance (p = 0.117).

Fig 3 demonstrates glutamine synthetase and superoxide dismutase activities in
tumor and peritumoral tissues. No significant difference was found in GS activity;
however, a strong and significant positive correlation (R = 0.766, p = 0.045) was
observed between GS activity and malignancy grade in tumors, but not in peritumoral
tissue (R = 0.100, p = 0.873) (Fig 4A). No difference in SOD activity was found
between gliomas and peritumoral tissues when absolute values were compared (Fig 3);
however, when each glioma was compared with its corresponding peritumoral tissue
(assumed as being 100%0) the glioma SOD activity dropped to 51% (p < 0.05). A weak
non-significant correlation was found between SOD and malignancy grade (4B) in
tumors (R = 0.556 p = 0.195) and peritumoral tissue (R = 0.152, p = 0.808),
respectively.Discussion

Based on immunohistochemical studies, the consensus opinion is that GFAP content has
an inverse relationship with astrocytoma malignancy grade [3-5, 7]. However, the presence
of a population of GFAP non reactive cells is not a sign of high-grade tumor anaplasia [24].

Moreover, a study by Camby et al (2000) observed no statistically significant difference

between astrocytomas and anaplastic astrocytomas with respect to immunocytochemistry
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for GFAP coupled to computer associated-microscopy [25], although vimentin was useful
for distinguishing these glioma types.

In this study we used for first time, to our knowledge, an ELISA for determining GFAP
and S100B content in human gliomas after surgical resection. Western blotting and ELISA
have been used with glioma cell cultures (e.g. [18] and [26]), but immunocytochemistry is
the most common method for evaluating GFAP expression. We found an apparent positive
correlation (p = 0.098) between GFAP content and malignancy grade. To explain this
discrepancy, a number of factors should be taken into account. Firstly
immunohistochemical studies for GFAP in gliomas describe, in addition to reduced levels,
different arrangements [1] from a fibrillary (insoluble) to a homogeneous granular (less
insoluble) distribution within the cytoplasm, demanding a very experienced observer.
Secondly, GFAP measurement by antibody recognition can be affected by neighboring
proteins [27] and, thirdly, there are very few studies available reporting possible changes in
the immunodetection of GFAP due to posttranslational alterations, particularly
phosphorylation. In fact, in mitotic cells, the glial filaments are depolymerized by a process
modulated by phosphorylation and S100B protein [11, 28, 29]. It is possible that our data
demonstrate total GFAP (soluble and insoluble fraction), in contrast to just the insoluble
content (fibrillary and granular), as detected by immunocytochemistry; however, it will not
be possible to determine whether GFAP detected by ELISA is total GFAP until a large-
scale ELISA study for GFAP measurement is carried out. Moreover, using in situ
hybridization, higher levels of GFAP mRNA were found in high-grade glioma than in low-
grade glioma, based on mitotic figures, necrosis and neovascularization [30]. It should be
emphasized that our data regarding GFAP content do not contest previous results nor the

use of the immunohistochemical characterization of brain tumors.
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With respect to the S100B, we confirmed its poor ability to discriminate between glioma
types [15], in contrast to other S100 proteins, such as S100A1, A3 and A6. Moreover,
serum S100B does not appear to be a useful marker for astrocytomas in children [31], but
could be used in the follow up of brain tumor diseases [14] and in the evaluation of
expansive intracranial lesions [32].

An interesting observation, however, was made in the peritumoral tissue, where elevated
levels of S100B were found. A non-significant increase was also observed in the
peritumoral content of GFAP. These changes may reflect a glial reactivity around the
tumor. An increase in S100B (without a corresponding augment in GFAP) has been found
in some epileptogenic lesions of the temporal lobe [13]. Indeed, the two patients with the
highest levels of peritumoral S100B (one of them with temporal location of the tumor)
exhibited convulsive behavior, however, a direct correlation cannot be established at
present.

GS has been suggested as an additional marker for astrocytic tumors, but its presence
does not allow any conclusion regarding its astrocytic origin [16]. Moreover, GS activity
could be useful to indicate cell activity and proliferation in glial tumors [17,18], since an
increased glutamine/glutamate ratio has been observed in gliomas [33, 34]. In fact, biopsy
from human samples indicated a high activity of GS in gliomas, but a correlation with
malignancy grade was not possible [17]. Here, we found a direct and significant correlation
between GS activity and astrocytoma grade; interestingly, some tumors (e.g. hepatomas and
breast carcinoma) do not depend on external source of this substrate and may undergo GS
up-regulation following glutamine deprivation, an important observation about the

necessity of glutamine for proliferation [35]. Therefore, size and vascularization could also
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affect GS activity in gliomas, although it was not possible to establish a correlation between
size and GS activity with these data (R = 0.604, p = 0.151).

In agreement with other authors, we found a decrease in glioma SOD activity [20, 36].
This decrease in SOD activity could result in a decrease in GS activity, due its sensitivity to
oxidative stress [37]. On the other hand, the glioma excitotoxicity, due to glutamate release
[38], could induce an increment in GS activity [39]. Both these factors may contribute to
the resulting glioma GS activity.

Some limitations of this study should be considered. Firstly, this was a preliminary study
involving a small number of patients. Secondly, the values obtained were not paired with
suitable samples from healthy subjects of the same sex, age and brain region. There are no
reference values for these parameters, which would be important for the definition of/
comparison with gliosis or glial reactivity in each case, due to the regional glial
heterogeneity. These limitations demand further studies. Large-scale investigation will
allow us to examine any possible relationship between the specific astrocyte parameters
evaluated in function of the glial heterogeneity in the different brain regions and tumor
types.

In summary, these data instigate a discussion regarding the existent consensus of an
inverse correlation between GFAP and the malignancy grade of astrocytomas. It may be
more suitable to suggest the existence of an inverse correlation between GFAP filaments
and astrocytoma grade. Interestingly, a positive and significant correlation was found
between GS activity and astrocytoma grade and an elevated S100B content was found in
the peritumoral tissue. This elevation could contribute to the convulsive manifestations
observed in some patients. Furthermore, the higher relative GFAP/S100B ratio (elevated

GFAP/low S100B) observed in glioma is in agreement with its high mitotic activity, since
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GFAP depolymerization is induced by phosphorylation during mitosis, which in turn may

be inhibited by S100B.
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Table 1. Patient profile, tumor size, location and histopathology

Patient | Age (years) /Sex Location of tumor Size of gumor Glioma grade®
(cm)*

1 76/man Temporal lobe 115.5 v

2 43/woman Occipital lobe 23.7 Il

3 62/woman Parietal lobe 125.3 \Y

4 45/woman Parieto-Occipital lobe 129.2 v

5 49/man Parietal lobe 11.8 I

6 10/man Occipital lobe 124 Il

7 23/man Parietal lobe 60.7 I

2 Value estimated by MRI and CT. ® Glioma gradation based on WHO classification (I,

pilocytic astrocytomas - circumscribed tumor with low cellularity; I, astrocytomas - well-

differentiated tumors with a diffusely infiltrative growth pattern;

I11, anaplastic

astrocytomas - enhanced cellularity, nuclear atypia, and increased mitotic activity; 1V,

multiform glioblastomas - characterized by such features plus prominent microvascular

proliferation or areas of necrosis).
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Figure legends

Figure 1. GFAP and S100B immunocontent in gliomas (G) and peritumoral tissues (PTT).
GFAP and S100B were measured by ELISA. Each value is a mean (£ standard error) of
samples of 7 patients performed in triplicate. 2 Significantly different from peritumoral

tissue (Student t test, p< 0.05). ® When each value of S100B glioma was normalized

(assuming S100B PTT as being 100%) the resulting mean is 6% (Student t test, p< 0.01).

Figure 2. Correlation between GFAP (A) or S100B (B) content in glioma and peritumoral
tissue, classified according to the malignancy grade. GFAP and S100B were measured by
ELISA. Glioma gradation was based on WHO classification. Values are mean of GFAP or

S100B contents performed in triplicate from glioma (full circles) or peritumoral tissue
(open circles). ® An apparent positive correlation (R = 0.673, p = 0.098) was found between

tumoral GFAP and malignancy grade. Other correlations had an even lower significance.

Figure 3. Glutamine synthetase(GS) and superoxide dismutase (SOD) in gliomas (G) and
peritumoral tissues (PTT). Colorimetric enzymatic essays for GS and SOD were carried out

as described in the Material and Methods section. Each value is a mean (+ standard error)
of samples from 7 patients performed in triplicate.  Not significantly different from
peritumoral tissue when absolute values are compared (Student t test, p > 0.05). ® When

each value of S100B glioma was normalized (assuming S100B PTT as being 100%) the

resulting mean is 51 % and significantly different (Student t test, p < 0.01).
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Figure 4. Correlation between glutamine synthetase (GS in panel A) or superoxide
dismutase (SOD in panel B) activities in glioma and peritumoral tissue, classified
according to the malignancy grade. Colorimetric enzymatic essays for GS and SOD were
carried out as described in the Material and Methods section. Glioma graduation was based

on the WHO classification. Values are mean of GS or SOD activities performed in
triplicate from glioma (full circles) or peritumoral tissue (open circles). & A very positive

correlation (R = 0.766, p = 0.045) was found between tumoral GS activity and malignancy

grade. Other correlations were not significant.
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4, DISCUSSAO

Atualmente, baseado em estudos imunoistoquimicos, existe um consenso de que o
contelldo da GFAP tem uma relagdo inversa com o grau de malignidade dos gliomas
(KAJIWARA et al., 1992; PEKNY et al., 1998; MURPHY et al., 1998; TODA et al.,
1999). Entretanto, a presenca de uma populacao de células ndo imunorreativas para GFAP
ndo é indicativo de um tumor com alto grau de anaplasia (KORSHUNOV & SYCHEVA,
1995). Alem disso, ainda nédo foi observada diferenga estatisticamente significativa entre
astrocitomas e astrocitomas anaplasicos com relacdo a imunocitoquimica para GFAP
(CAMBY et al., 2000). Nesse mesmo estudo, a vimentina foi Util para distinguir estes dois
tipos de tumores. Western blotting e ELISA tém sido utilizados com culturas de células de
gliomas (e.g. ITO et al., 1989; MERETTO et al., 1997), mas a imunocitoquimica é o
método mais comum para avaliar a expressédo de GFAP.

Neste trabalho nos usamos, pela primeira vez dentro do nosso conhecimento, um ELISA
para determinar o contetdo de GFAP e S100B em tumores de origem glial de humanos
apos a resseccdo cirdrgica. Surpreendentemente, achamos uma aparente correlacao positiva
(p = 0.098) entre o conteldo de GFAP e o grau de malignidade. Algumas consideracdes
devem ser entendidas para explicar esta contradicdo. Primeiro, estudos imunoistoquimicos
para GFAP descrevem, em adi¢cdo a redugdo da marcacdo, um arranjo diferente dos
filamentos intermediarios (CHEN & ZHANG, 1998) que vao do fibrilar (insolGvel) para o
granular homogéneo (menos insollvel) distribuidos pelo citoplasma. Segundo, o
reconhecimento de GFAP por anticorpo pode ser afetado por proteinas vizinhas
(O’CALLAGHAN et al., 1999). Terceiro, ndo existem estudos suficientes sobre as

possiveis interferéncias das alteracdes pdés-traducdo, particularmente fosforilacdo, no
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imunorreconhecimento da GFAP. De fato, em células mitoticas, os filamentos gliais sdo
despolimerizados por um processo modulado pela fosforilacdo e pela proteina S100B
(INAGAKI et al., 1990; FRIZZO et al., 2004). Desta forma, é possivel que o aumento de
GFAP que nos encontramos represente a quantidade total de GFAP (fracdes sollvel e
insoltvel), em contraste com o contetdo insoltvel (fibrilar e granular) detectado pela
imunocito/istoquimico por outros autores ja citados. Entretanto, esta questdo permanecera
aberta até que se faca um estudo em larga escala usando ELISA para medir GFAP. Além
disso, usando hibridizacao in situ, foram encontrados niveis mais elevados de mRNA da
GFAP em gliomas com alto grau de malignidade do que nos de baixo grau, baseados nas
figuras mitdticas, necrose e neovascularizacdo (INAGAKI et al., 1990; FRIZZO et al.,
2004). E importante enfatizar que os nossos dados sobre o contetido de GFAP nio
contrapfem os resultados prévios ou o valor da caracterizagcdo imunohistoquimica dos
tumores cerebrais.

Com relacdo a S100B, os dados parecem confirmar sua pouca utilidade para discriminar
os diferentes tipos de gliomas (CAMBY et al., 1999), diferentemente de outras proteinas da
familia S100 tais como S100A1, A3 e A6. Além disso, a S100B (serica) ndo parece ser um
marcador util para astrocitomas em criangas (RAJENDRA et al., 2004), mas pode ser
utilizado no acompanhamento da evolucdo destes tumores (ORTIZ-MUNOZ et al., 2003) e
na evolucédo das lesbes expansivas intracranianas (DE VRIES et al., 2001).

Entretanto, um aspecto muito interessante foi identificado em tecidos peritumorais:
niveis elevados de S100B. E ainda um aumento ndo significante do conteldo de GFAP
peritumoral. Estas modificagdes podem ser reflexos de uma reatividade glial na volta do
tecido tumoral. Um aumento de S100B (sem um aumento da GFAP correspondente) foi

identificado em algumas lesbes epileptogénicas do lobo temporal (GRIFFIN et al., 1995).
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De fato, dois pacientes com elevados niveis de S100B peritumoral (um deles com o tumor
de localizagdo temporal) apresentaram crises convulsivas. Entretanto, uma correlagéo direta
ndo pode ser estabelecida até o presente momento.

GS tem sido apontada como um marcador adicional para tumores astrociticos, porém a
sua presenca ndo permite concluir uma origem astrocitica do tumor (PILKINGTON &
LANTOS, 1982). Foi identificada uma correlacdo inversa nos astrocitomas entre o
imunoconteudo de GS e o grau de malignidade destes tumores (AKIMOTO, 1993),
indicando que a atividade da GS pode ser util para indicar atividade celular e proliferagdo
em tumores gliais (McCORMICK et al., 1990; MORETTO et al., 1997). Além disso, foi
encontrado um aumento na razdo glutamina/glutamato em gliomas (BATEMAN et al.,
1988; PEELING et al., 1992). De fato, biopsia em humanos indicou aumentada atividade
da GS em gliomas, porem ndo foi possivel correlacionar com o grau de malignidade
(McCORMICK et al., 1990). Neste trabalhno nos achamos uma correlacdo direta e
significativa entre a atividade da GS e o grau de malignidade dos tumores estudados. Além
disso, é importante mencionar que, devido a importancia da glutamina para proliferacao,
alguns tumores (e.g. hepatomas e carcinoma de mama) séo independentes deste substrato e
eles podem ter uma supra-regulacdo da GS induzida pela privacao de glutamina (COLLINS
et al., 1997). Portanto, tamanho e vascularizacdo podem afetar a atividade da GS em
gliomas também. Entretanto, ndo foi possivel estabelecer a correlacdo entre tamanho do
tumor e atividade da GS com estes dados (R = 0.604, p = 0.151).

Em concordancia com outros autores nés encontramos um decréscimo da atividade de
SOD em gliomas (PY et al., 1996; POPOV et al., 2003). Esse decréscimo da atividade da
SOD pode resultar em um decréscimo da atividade da GS, devido a sua sensibilidade ao

estresse oxidativo (LEVINE, 1983). Por outro lado, a excitotoxicidade do glioma
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secundéria a liberagdo de glutamato (ZU-CHENG et al., 1999) pode induzir a um aumento
da atividade da GS (DAVENPORT et al., 1998). Ambos estes fatores estariam
contribuindo para a resultante atividade da GS em gliomas.

E importante considerar algumas limitacdes deste estudo. Primeiro, este foi um estudo
preliminar envolvendo um pequeno nimero de pacientes. Segundo, os valores obtidos ndo
foram pareados com os de individuos sadios do mesmo sexo, idade e regides do cérebro.

N&o existem valores de referéncia para estes parametros e isto seria importante para
discutir gliose ou reatividade glial em cada caso, secundaria a heterogeneidade glial
regional. Estas limitacbes demandam estudos futuros. Investigagfes em larga escala nos
permitirdo examinar possiveis relagcdes entre pardmetros astrociticos especificos avaliados
em funcdo da heterogeneidade glial em diferentes regides do cérebro e em diferentes tipos
de tumores.

Em resumo, estes dados preliminares fomentam a discuss@o sobre alguns aspectos dos
gliomas humanos: (i) sobre o existente consenso da correlagdo inversa entre GFAP e o grau
de malignidade dos astrocitomas. Talvez seja mais prudente estabelecer a existéncia de uma
correlagdo inversa entre os filamentos de GFAP e o grau de malignidade do astrocitoma;
(ii), a correlacdo positiva e significante encontrada entre a atividade da GS e o grau de
malignidade dos astrocitomas; (iii) o conteudo elevado de S100B encontrado em tecidos
peritumorais, que poderia contribuir para manifestacdes convulsivas observadas em alguns
pacientes; (iv) o aumento da razdo GFAP/S100B em gliomas que esta de acordo com a sua
elevada atividade mitética, porque a despolimerizagdo de GFAP ¢é induzida pela

fosforilacdo durante a mitose, que por sua vez poderia ser inibida pela S100B.
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