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Resumo

Glioblastomas (GBM) sédo conhecidos como os tumores mais comuns e letais que se
desenvolvem no sistema nervoso central. Eles sdo considerados os gliomas difusos
mais agressivos e que possuem alta resisténcia a tratamentos de radioterapia e
quimioterapia, além de serem um dos tumores mais vascularizados. O processo
angiogénico é definido como a formacdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos
pré-existentes, atuando na distribuicdo e fornecimento de nutrientes, oxigénio e fatores
gue favorecem o desenvolvimento tumoral. O GBM é considerado o tumor sélido com
maior capacidade angiogénica e que apresenta alto grau de proliferacdo vascular e de
células endoteliais (CEs), o que contribui com as principais caracteristicas de
agressividade desse tumor. Além disso, ainda é necessario um entendimento molecular
aprofundado de como fatores secretados pelo GBM, tanto solGveis ou na matriz
extracelular (MEC) influenciam células do microambiente tumoral (MAT), como as CEs.
Nosso objetivo foi analisar a influéncia da MEC secretada por células de GBM humano
em processos angiogénicos, como proliferacdo e ramificacdo; e na sobrevida global de
pacientes GBM in silico. Para tal, analisamos o comportamento proliferativo de células
endoteliais da microvasculatura cerebral humana (HBMECs) quando cultivadas sobre
MEC pré-formada de HBMECs e células de GBM (linhagem GBMO02). Foi desenvolvido
um protocolo de preparo MEC pré-formada livre de células a base de cobertura de
colageno e lise celular com tampéo TRITON X-100. Esse protocolo manteve melhor a
guantidade de MEC e atividade biol6gica desta quando comparado com plastico.
Verificamos quais moléculas da MEC poderiam estar afetando a sobrevida global dos
pacientes. Através de graficos Kaplan-Meyer verificamos que diversas moléculas de
MEC influenciavam negativamente a sobrevida de pacientes GBM, dentre elas a MMP-
9. Foi verificado entdo o comportamento de HBMECs quando tratadas e néo tratadas
(controle) com meio condicionado (MC) de células de GBM, na auséncia e presenca de
inibidor de MMP9 (Anticorpo Monoclonal anti-MMP9). Preliminarmente podemos
observar que o meio condicionado aumenta o tamanho dos agregados celulares de
HBMEC e que o inibidor foi habil em diminuir o tamanho dos agregados. Nossos
resultados demonstram a importancia da analise de MEC de GBM secretada, e como
ela consegue modular o comportamento de HBMECs e influenciar na sobrevida de

pacientes GBM.

Palavras-chave: Glioblastoma, Matriz extracelular, Angiogénese, Células Endoteliais,

Metaloprotease 9, Sobrevida Global.



Abstract

Glioblastomas (GBM) are the most common and lethal tumors that develop in the central
nervous system (SNC). The average survival of patients undergoing treatment for GBM
is 12 to 15 months. GBM are considered the most aggressive diffuse glioma and are
highly resistant to radiotherapy and chemotherapy treatments, in addition to being one of
the most vascularized tumors. The angiogenic process is defined as the formation of
new blood vessels from pre-existing vessels, acting in the distribution and supply of
nutrients, oxygen and factors that favor tumor development. GBM is considered the solid
tumor with the greatest angiogenic capacity and which presents a high degree of
vascular and endothelial cell (ECs) proliferation, which contributes to the main
aggressive characteristics of this tumor. Furthermore, an in-depth molecular
understanding of how factors secreted by GBM, whether soluble or in the extracellular
matrix (ECM), influence cells in the tumor microenvironment (TME), such as ECs, is still
needed. Our objective was to analyze the influence of ECM secreted by human GBM
cells on angiogenic processes, such as proliferation and branching, and on the overall
survival of GBM patients in silico. To this end, we analyzed the proliferative behavior of
human cerebral microvasculature endothelial cells (HBMECs) when cultured on
preformed ECM from HBMECs and GBM cells (GBMO02 cell line). Preformed cell-free
ECM was prepared based on collagen coating and cell lysis with TRITON X-100 buffer.
This method better maintained the amount of ECM and biological activity when
compared to plastic. We checked which ECM molecules could be affecting patients
overall survival. Using Kaplan-Meyer graphs, we found that several ECM molecules
negatively influenced the survival of GBM patients, including MMP-9. The behavior of
HBMECs was then verified when treated and not treated with conditioned medium (MC)
from GBM cells, in the absence and presence of MMP9 inhibitor (anti-MMP9 Monoclonal
Antibody). Preliminarily, we can observe that the conditioned medium increases the size
of HBMEC cellular aggregates and that the inhibitor was able to reduce the size of the
aggregates. Our results suggest the importance of analyzing GBM ECM secretions, and
how it can modulate the behavior of HBMECs and influence the survival of GBM
patients.

Keywords: Glioblastoma, Extracellular matrix, Angiogenesis, Endothelial Cells, Metalloprotease

9, Overall Survival.
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1. INTRODUCAO

1.1 Gliomas

Os gliomas difusos sdo considerados tumores intracranianos primarios que
derivam das células da glia (NICHOLSON et al., 2021; AHIR et al., 2020). Eles séo
0s mais prevalentes no cérebro (CHEN et al.,, 2017), caracterizando 81% das
malignidades que ocorrem no sistema nervoso central (SNC) (XU et al., 2020) e
representam cerca de 70-80% de todos os tumores cerebrais, levando a morte
(OSTROM et al., 2015; AHIR et al., 2020). As células tumorais dos gliomas podem
migrar através da substancia branca e vasos sanguineos, levando a infiltracdo e
invasdo de outras areas do parénquima cerebral (HATTERMANN e MENTLEIN,
2014; FERRER et al., 2018; LU et al., 2019).

1.1.1 Glioblastomas

O GBM é considerado um dos tipos mais malignos de tumores que afetam o
cérebro (ROCK et al., 2012; HANIF et al., 2017). Apesar do progresso nas terapias
para o tratamento de tumores sélidos, ele permanece sendo incuravel e garantindo
um mal prognéstico. (OSTROM et al., 2014). Os processos de tratamento do GBM
ainda sao considerados complexos e altamente custosos. Ja foi visto que o custo
médio da terapia de GBM seja equivalente a US$95.000 por paciente (JANJUA et
al., 2021).

1.1.2 Caracteristicas histolégicas, moleculares e incidéncia

Historicamente, a classificacdo desse grupo de tumores era baseada na
histologia, ja que os gliomas compartilham caracteristicas de células gliais normais,
fazendo com que eles sejam nomeados de acordo com essas semelhancas (CHEN
et al.,, 2017). No ano de 2007 a Organizagcdo Mundial da Saude (OMS) passou a
classificar os gliomas de acordo com a sua histopatologia, onde 0s principais grupos
de tumores gliais incluiam tumores astrociticos, tumores oligodendrogliais, tumores
oligoastrociticos, tumores ependimarios e tumores neuronais (LOUIS et al., 2007).
Esses tumores eram, entdo, classificados em diferentes graus de malignidade (I-1V),
de acordo com as suas caracteristicas histologicas. Os tumores eram classificados
de acordo com suas caracteristicas de malignidade (grau de atipia e atividade

mitotica) e caracteristicas especificas como proliferagdo microvascular com alcas



capilares do tipo glomerular (FERRER et al., 2018) e/ou necrose (CAHILL et al.,
2015). Dentre eles, o glioblastoma (GBM) é classificado como um tumor altamente
agressivo e heterogéneo que afeta o SNC (WANG et al.,, 2021) e também &
considerado um glioma difuso do tipo adulto, de grau 4, necessariamente IDH-
selvagem e que apresenta, ao menos, um dos parametros genéticos citados na Fig.
1 — (LOUIS et al., 2021). Sendo assim, o GBM vai sempre apresentar IDH-selvagem
e serd classificado como um tumor de alto grau (4) (BRAT et al., 2018; LOUIS et al.,
2021).

Além disso, existia a caréncia na precisdo do progndstico para os pacientes,
mesmo 0s com 0 mesmo diagnéstico, onde a sobrevida poderia variar entre
semanas, meses e varios anos. Isso indicou que diferencas significativas na biologia
tumoral ndo foram validadas para o desenvolvimento dessas classificacdes (CHEN
et al., 2017).

Com o passar do tempo, com base em diversas pesquisas aplicadas a
biologia dos gliomas, foi possivel entender ainda mais como funcionavam o0s
processos genéticos e moleculares desse grupo de tumores. Tais observacdes
levaram a um melhor entendimento acerca da biologia dos gliomas, o que levou a
alteracOes na classificacdo desses tumores e garantiu um entendimento amplo das
possiveis alteracbes moleculares, assegurando o aperfeicoamento dos critérios
diagnésticos. Além disso, foi possivel entender melhor acerca do desenvolvimento e
ontogenia tumoral, auxiliando assim nos processos diagndsticos e auxiliando na
investigacao de novos alvos terapéuticos para os diferentes tipos de gliomas.

Atualmente, com base em dados moleculares, genéticos e epigenéticos, os
critérios diagnosticos foram redefinidos, auxiliando assim o diagndstico e tratamento.
Algumas informacfes acerca da reclassificagcdo dos gliomas de baixo grau se
baseiam na perda do cromossomo 1p/19qg (CAIRNCROSS et al., 1998). Foi visto que
a co-delecdo desses dois bracos cromossGmicos ocorre a partir de uma
translocacdo entre os cromossomos 1 e 19, havendo perda de outros bracos
cromossomicos (JENKINS et al., 2006). Por conta disso os gliomas com dele¢éao 1p
ou 19qg (isoladamente) ndo possuem alta taxa de sobrevivéncia (VOGAZIANOU et
al., 2010). De acordo com dados observados a partir da co-delecdo do cromossomo
1p/19q foi possivel validar essa delecdo como um marcador prognostico em gliomas
de baixo grau (Il e Ill) (CHEN et al., 2017). Foi visto também que a utilizacdo de

guimioterapia com PVC (procarbazina, lomustina, vincristina) levou a duplicacdo da



sobrevida para tumores 1p/19q intactos (CAIRNCROSS et al., 2013).

De acordo com alguns estudos moleculares, foi visto que o tumor vai alcancar
um grau mais elevado com base na mutacdo enzima isocitrato desidrogenase (IDH)
(CAIRNCROSS et al., 1998; YAN et al., 2009; The Cancer Genome Atlas Research
Network., 2015), que também possui um subtipo selvagem. Tal enzima vai atuar na
protecdo contra o estresse oxidativo (LOUIS et al, 2016; ICHIMURA et al, 2009;
BALSS et al, 2008).

Com o grande progresso dos estudos genéticos, acerca do desenvolvimento
de gliomas e tumores neuronais, a classificagéo de tumores do SNC (OMS, 2021) foi
modificada e uma nova classificacdo tumoral foi estabelecida (TORP et al., 2022).
De acordo com as classificacdes anteriores a 2021, as caracteristicas histolbicas
eram utilizadas unicamente como determinantes para a classificacdo tumoral (Louis
et al.,2021). Com o avanco nos estudos genéticos foi possivel selecionar e analisar
alguns biomarcadores moleculares para promover mais informagdes acerca do grau
de evolugao tumoral (LOUIS et al., 2014).

Classificacao de tumores difusos do Sistema Nervoso
Central de acordo com a OMS no ano de 2021

Apresenta um ou mais caracteristicas:

* Prolifera¢do microvasvular

Necrose

Mutacio em TERTp ——> Glioblastoma - Grau 4

Amplificagdo de EGFR

Glioma Difuso i IDH1 selvagem ——>
do cromossomo 10

Ganho no cromossomo 7 e perda
IDH1 mutante

« s s .

FIGURA 1 : Classificacdo de tumores difusos do sistema nervoso central.
Glioblastoma é considerado um tumor IDH selvagem de grau 4, segundo a OMS no ano de
2021. Adaptado de Louis et al., 2021.

Outro exemplo de biomarcador molecular com aplicacdo prognéstica e clinica
€ a metilacdo do promotor 06-metilguanina-DNA metiltransferase (MGMT). A
metilagdo desse promotor foi identificada como um forte marcador prognostico no
diagnostico de GBM em pacientes tratados com temozolomida (TMZ), que é um
farmaco alquilante de DNA que possui atividade no SNC, sendo capaz de transpor a
BHE (HEGI et al., 2005; THOMAS et al, 2017 e AGARWALA e KIRKWOOD, 2000).



O reparo do DNA e a metilagdo do promotor MGMT leva a diminuigcdo da expressao
da proteina MGMT (reposta pelas células). Com isso foi visto que niveis mais altos
de MGMT levam a resisténcia a TMZ. Sendo assim, altos niveis de metilacdo levam
a uma sobrevida mais longa de GBM (CHEN et al., 2017). Apesar de ser usado
como biomarcador, a metilacdo de MGMT nédo é capaz de definir subtipos distintos
de gliomas, ocorrendo em todos os subtipos genéticos em taxas variadas (CHEN et
al., 2017).

1.1.3 Heterogeneidade tumoral e resisténcia as terapias

Uma caracteristica importante vista nesse tumor é a sua alta heterogeneidade
celular, a nivel intertumoral e intratumoral. A heterogeneidade € considerada uma
das grandes barreiras para o tratamento do GB. Isso se d& por conta das diferentes
caracteristicas tumorais encontradas a niveis celulares e moleculares, enquanto o
modelo de tratamento permanece o mesmo para os diferentes casos. Isso indica que
essas diferentes caracteristicas moleculares ndo sdo levadas em consideracdo
(HONORATO et al., 2019; SKAGA et al., 2019).

J& a heterogeneidade intratumoral se da com base em teorias como a das
(CTTs) e plasticidade celular, que descrevem a presenca de uma subpopulacao
celular na massa tumoral (HONORATO et al., 2019; VAN NEERVEN et al., 2016)
com alta capacidade migratéria, quando comparadas com outras subpopulacdes da
massa tumoral (HONORATO et al.,, 2019; PARKER et al.,, 2018). Além disso, a
natureza heterogénea e proliferativa de GBMinduz o desenvolvimento de resisténcia,
infiltracdo em tecidos saudaveis e eventual recidiva (KARIM et al., 2016; SOEDA et
al., 2015). Outras caracteristicas sdo a alta taxa de proliferacdo, angiogénese,
resisténcia aos tratamentos, ativacdo de mdultiplas vias de transdugédo de sinal e
mutacdes genéticas especificas dentro do tumor (ROSARIO et al., 2020; LOUIS et
al., 2016; DELGADO- LOPEZ e CORRALES-GARCIA, 2016, HASKELL et al, 2003;
HARMELIK, 2014; LU et al., 2019).

Os gliomas sao considerados os tumores mais dificeis de tratar, com a
utilizacao de terapias limitadas (oferecendo apenas um tratamento paliativo para 0s
GBs) a combinacgéo de resseccéo cirurgica, radioterapia ou quimioterapia tradicional
e com baixa eficicia nas raras terapias direcionadas (WELLER et al., 2015). Outro



motivo para tal dificuldade no tratamento € a pouca quantidade de medicamentos
aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) no tratamento do glioma. Isso
se da por conta da barreira hematoencefalica (BHE), que € composta por células
endoteliais (CEs), capilares e membranas basais e a barreira tumoral cerebral
(BTC). Isso impede que a maioria dos agentes antitumorais acessem o cérebro, se
tornando um grande desafio na producao de drogas anti glioma (BALLABH et al.,
2004, OBEROI et al., 2016).

A BHE é uma estrutura Unica que possui juncdes fundamentais que levam a
impermeabilidade (SARAIVA et al., 2016; LIU et al., 2012), sendo seletiva apenas
com moléculas pequenas (menos de 500 Da) e lipofilicas. A BHE se mantem intacta
em regibes substanciais do cérebro, em pacientes com GBM. Entretanto, essa
barreira muitas vezes se quebra e a BTC resultante possui uma estrutura diferente
da BHE. Foi visto que o GBM induz a quebra da BHE, resultando na formacéao da
BTC, que é tipicamente caracterizada por estrutura irregular e permeabilidade
heterogénea (ARYANITIS et al., 2020).

A heterogeneidade do GBM leva a uma selecdo de subpopula¢cdes celulares
resistentes (JANJUA et al., 2021). Com isso, a média de tempo de sobrevida de 14-
15 meses para pacientes recém diagnosticados e 6-9 meses para pacientes com
recidiva (CHENG et al., 2017). Ele também é caracterizado por sua resisténcia a
tratamentos de radioterapia e quimioterapia, além de possuir grande producédo de
vasculatura aberrante (LOUIS et al., 2016; HARDEE e ZAGZAG, 2012). Para auxiliar
na compreensdo acerca do desenvolvimento do GBM, os avancgos das técnicas de
diagnéstico por imagem (ressonancia magnética e tomografia computadorizada) sao
combinados as caracteristicas fenotipicas e genotipicas, obtendo assim uma melhor
observacdo do aumento na ocorréncia desse tipo de tumor (INCA, 2018). A
localizagéo e o tamanho do GBM no cérebro sdo determinados por essas técnicas
de imagem (KESARI et al., 2011). Os aspectos clinicos observados se dédo pela
presenca de massa tumoral com capacidade de desviar a linha média do cérebro.
Além disso, ele possui uma grande capacidade infiltrativa, causando edemas e
hemorragias (HONORATO et al., 2019), e alta taxa de heterogeneidade causada por
subpopulacdes de celulas-tronco tumorais que dao inicio a progressao tumoral e
resisténcia a multiplos tratamentos (CRUZ et al., 2022). Essas caracteristicas vao
afetar diretamente os tipos de tratamentos paliativos para o GBM (HARMELIS, et al.,

2014; COHEN et al., 2005), limitando a completa remocao cirurgica.



Além disso, a ressonancia magnética é importante para identificar achados
associados ao tumor, principalmente por conta da sua capacidade infiltrativa, sendo
utilizada em casos de pacientes com suspeita ou confirmacdo de GBM (LEE et al.,
2013; YAO et al., 2015; YAMASHITA et al., 2015; JAMJOOM et al., 2015; LEE et al.,
2015). A tomografia computadorizada auxilia na identificagcdo de dados sobre
calcificagcdo ou hemorragia, sendo Uutil, principalmente, para pacientes que nao
conseguem realizar ressonancia magnética (LUNDY et al., 2020).

O GBM pode ser categorizado em subtipos, de acordo com suas
caracteristicas moleculares. Esses subtipos sdo: pro-neurais, neurais, mesenquimais
e classicos (VERHAAK et al., 2010; PATEL et al., 2014). O subtipo mesenquimal é
considerado 0 mais agressivo, enquanto o pré-neural esta relacionado a uma melhor
sobrevida, quando comparado com os outros subtipos (WANG et al., 2021)). O GBM
vai sofrer mudangas de subtipo no decorrer do desenvolvimento tumoral, e isso
ocorre devido a uma transicdo adaptativa que é associada a mecanismos de
resisténcia tumoral a tratamentos, como radioterapia e quimioterapia (PHILLIPS et
al., 2006; HALLIDAY et al.,, 2014; FEDELE et al., 2019). A expressdo genética
alterada nesses tipos de célula vai contribuir também para o desenvolvimento de
microambientes tumorais especificos, que vao determinar a capacidade de uma
regido tumoral especifica de invadir tecidos circundantes e/ou resistir a radios e
guimioterapias convencionais  (LIMA et al., 2012).

Outra caracteristica molecular encontrada no GBM é a modulacédo de fatores
de crescimento, como 0 aumento nos niveis de metaloprotease-9 (MMP9)
(ROSARIO et al, 2020). As MMPs sao endopeptidases que estdo ligadas
diretamente a processos de degradacdo e dissociacdo da matriz extracelular,
levando a processos angiogénicos (Fig.2 - HUANG et al.,, 2018). Isso ocorre pela
regulacédo ativa de outros fatores de crescimento, como o fator de crescimento de
fibroblastos (FGF-2), VEGF e algumas quimiocinas. Essa regulacdo leva a
processos relacionados a invaséao e infiltragdo (KAMINO et al, 2011; NAG, 2011;). A
MMP9 é uma metaloprotease dependente de zinco que estd envolvida em muitos
processos que favorecem o tumor, como altera¢cdes nas interacdes entre células e
células-MEC, degradacdo de MEC, proteinas e peptideos da superficie celular,
levando a metastase tumoral (HUANG et al., 2018).



MMP9: Processos que favorecem a progressao tumoral
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FIGURA 2: Influéncia da MMP-9 na progresséo tumoral. A MMP-9 é envolvida em
muitos processos que favorecem o tumor, devido a suas funcdes biolégicas. Dentre os
processos que estdo relacionados ao cancer estdo a Angiogénese, metastase tumoral,

invasdo e migracao da célula tumoral e proliferacdo. Adaptado de Huang et al., 2018.

1.1.4 Tratamentos

No Brasil, em estudo desenvolvido pelo Instituto Nacional do Cancer (INCA,
2023), foi estimado que cerca de 11.490 novos casos de céncer de SNC foram
descobertos no ano de 2023, sendo 6.110 casos em homens e 5.380 casos em
mulheres. Esses novos casos correspondem a um risco de 5,80 casos a cada 100
mil homens e 4,85 a cada 100 mil mulheres, de acordo com a analise feita pelo INCA
em 2023 (Tabela abaixo).



Estimativa dos Casos Novos

Localizagdo Primaria

Neoplasia Maligna Homens Mulheres Total

Casos Taxa Taxa Casos Taxa Taxa Casos Taxa Taxa
Bruta Ajustada Bruta Ajustada Bruta Ajustada

Sistema Nervoso Central 6.110 5,80 4,56 5.380 4,85 3,80 11.490 5,31 4,33

TABELA 1: Estimativa de novos casos de cancer de SNC para o ano de 2023.
Taxas brutas e ajustadas de novas incidéncias de cancer de SNC, entre homens e
mulheres, de acordo com o INCA em 2023.

Justamente por conta da alta taxa de mortalidade (onde a maioria dos
pacientes morre dentro de 2 anos e menos de 5% sobrevive 5 anos — CORREIA;
ALEXANDRE; DIAS et al.,2009), estudos precisam ser feitos visando novas
abordagens terapéuticas no tratamento de GBM, como a utilizacdo de TMZ no
tratamento de GBM (HONORATO et al., 2019, LI et al., 2016; METHA et al., 2011),
ou o uso de terapias ja aplicadas, como a terapia anti angiogénica. No entanto, o uso
de farmacos como o bevacizumabe (BVZ), anticorpo monoclonal que neutraliza o
VEGF, reduz o crescimento tumoral e edema cerebral, e promove a regressao do
GB, ndo demonstrou eficacia. Foi visto que a combinacdo de BVZ com TMZ e
radioterapia ndo conseguiu levar ao aumento da sobrevida (NARITA, 2015; CHINOT
et al., 2014; GILBERT et al.,2014). Possivelmente, isso se d& por conta dos
diferentes mecanismos angiogénicos desenvolvidos pelo tumor. Além disso, € visto
um aumento na pressao do liquido intersticial, resultado da impermeabilidade do
tumor, fazendo com que o uso de farmacos anti-tumorais ndo consiga acessar 0
microambiente tumoral. Essa caracteristica faz com que ocorra o acumulo de drogas
na area do tumor, levando a resisténcia terapéutica (MAJIDPOOR e MORTEZAEE,
2021).

Apesar de ser bem tolerado, o BVZ é conhecido por causar hipertenséao,
trombose venosa, retardo na cicatrizagdo e infec¢des (NARITA, 2015). Além disso, o
padréo de recidiva de GBM tratado com BVZ é caracterizado por infiltragéo local e
distante do cérebro, o que indica uma maior capacidade invasiva desses tumores
(HARDEE e ZAGZAG, 2012; XU et al, 2018; THOMPSON, FRENKEL e NEUWELT,
2010; WONG et al, 2009; HILLEN e GRIFFIOEN, 2007).

Outras pesquisas mostraram que a maioria dos pacientes que usam BVZ e

TMZ obtiveram uma reducdo na captacdo de TMZ pelas células de GB,



provavelmente reduzindo a permeabilidade vascular (GERSTNER et al., 2019). Esse
farmaco é um anticorpo monoclonal que se liga a VEGF-A e inibe a angiogénese,
isso faz com que as CEs e as células tumorais se sensibilizem a terapia (AHIR et al.,
2020; DING et al., 2018; OKAMOTO et al., 2016; QIN et al., 2021). O uso de BVZ
melhora os sintomas do GBM em um curto periodo, mas ndo induz efeito antitumoral
ou prolongamento da sobrevida. Esse farmaco ndo é usado rotineiramente para
tratar GBM recém-diagnosticado, mas € bastante utilizado em casos de GBM
recorrente, por sua capacidade de reduzir o edema cerebral e também de aliviar 0s
sintomas associados, melhorando a qualidade de vida e reduzindo o uso de
corticosteroides (REARDON et al., 2011; WINOGRAD et al., 2022; JANJUA et al.,
2021 e GILBERT et al., 2014).

Esses dados demonstram que € necessario focar em novos estudos acerca
das estratégias para reduzir/eliminar o desenvolvimento tumoral. Como a
capacidade angiogénica do GBM é uma caracteristica importante para processos de
proliferacéo, sobrevivéncia, migracdo celular, invasdo e metastase (LU et al., 2019;
HONORATO et al., 2019; PEARSON e REGAD, 2017) é necesséario manter a linha
de pesquisa voltada para essa caracteristica. Para isso, 0 estudo da
microvasculatura tumoral e a forma como esta modifica 0s vasos normais séo de
grande importancia para o desenvolvimento de novas terapias. Junto ao estudo do
desenvolvimento de uma microvasculatura tumoral aberrante, € importante analisar
quais fatores estdo relacionados a tal comportamento vascular. Fatores esses que

estdo diretamente ligados aos processos angiogénicos.

1.2 Angiogénese

A angiogénese é um processo em que ocorre a formacdo de novos vasos
sanguineos, a partir de vasos pre-existentes (ROSARIO et al., 2020), onde, no
contexto tumoral, as células tumorais junto as CEs vao mobilizar e secretar fatores
angiogénicos (GUPTA e QIN, 2013; KENIG el al, 2010), como o VEGF e MMP9.
Esses fatores vao estar diretamente ligados com a proliferacdo e a migragéo de
CEs, levando a formacdo de novos vasos sanguineos (MUSTAFA et al, 2013;
MUNN, 2003 e Rosério et al., 2020). Além disso, a angiogénese é considerada um

passo fundamental para a tumorigénese, onde é considerada uma marca registrada
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em tumores solidos, e € vista como um promotor fundamental de recorréncia tumoral
(MAJIDPOOR e MORTEZAEE, 2021), onde as interacdes entre células tumorais e
vasos sanguineos normais parecem facilitar o crescimento do tumor (DAS et al.,
2017).

O processo angiogénico fisiologico € considerado altamente regulado, ativado
por breves periodos e fundamental para a distribuicdo adequada de oxigénio e
nutrientes, que sdo enviados para 0s respectivos tecidos em desenvolvimento ou
cicatrizacdo (CHUNG et al., 2010; AHIR et al., 2020; LU et al., 2019). O Iumen do
sistema circulatorio, em contato com o sangue, € revestido por uma Unica camada
de CEs (derivadas do mesoderma).

No periodo inicial de formacdo dos vasos (embriogénese) existem dois
mecanismos que auxiliam nesse desenvolvimento: 0 mecanismo de vasculogénese,
onde ocorre a formacdo de novos vasos sanguineos a partir de angioblastos e a
angiogénese, onde as CEs proliferam e migram para diferentes tecidos. Durante o
desenvolvimento embrionario, as células tronco mesodérmicas sdo a fonte de
células- tronco hematopoiéticas e angioblastos, que vao se diferenciar  em células
endoteliais. Ja as células hematopoiéticas possuem a capacidade de se diferenciar
em todos os tipos celulares encontrados no sangue circulante.

O processo angiogénico pode ocorrer de formas distintas, por meio de
brotamento intussuscepc¢do ou cooptacdo (ROSARIO et al., 2020), e sera explicado
abaixo. De acordo com GUPTA e QIN 2003, esses processos ocorrem em
praticamente todos os 6rgaos e tecidos, e envolvem dois principais tipos celulares,
CEs e células murais (TAHERGORABI e KHAZAEI, 2012).

1.2.1. Angiogénese por brotamento

Caracterizada pela formacédo de brotos que sdo compostos por CEs, que
migram em direcdo a estimulos, como a presenca de fatores angiogénicos (MMP9,
VEGF, FGF-2). Esse tipo de angiogénese leva a adicdo de vasos sanguineos em
porcoes de tecidos que, anteriormente, ndo possuiam vasos. Esse processo induz
uma desestabilizacdo vascular por conta da degradacdo da membrana basal e pela
reducdo na adesdo das CEs (ROSARIO et al., 2020). Nesse caso as CEs possuem

uma alta taxa de proliferacéo, migracao direcionada, tubulogénese, fuséo de vasos e
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estabilizagcdo de pericitos. Esse processo vai ocorrer, principalmente, a partir da
deteccdo de baixos niveis de oxigénio (hipdxia), o que demanda do organismo
alguma acédo que auxilie na formacao de vasos sanguineos que carregam oxigénio
para suprir as necessidades metabdlicas das células parenquimatosas. A partir de
uma regido do organismo, com baixos niveis de oxigénio, as células
parenquimatosas secretam fatores angiogénicos, permitindo o inicio do processo
angiogénico por brotamento.

As células tip, encontradas na extremidade endotelial, tem funcdo de guiar o
broto capilar em direcdo aos estimulos causados pelos fatores angiogénicos
liberados (GERHARDT, 2008; RUHRBERGET et al., 2002; CARMELIET et al., 2009;
HOROWITZ et al., 2009).

As projecbes celulares (filopédios) possuem receptores de fatores
angiogénicos (como o VEGF), e isso permite que as células respondam as
concentragdes de fatores liberados e, assim, se alinhem ao gradiente encontrado.
Quando ocorre o ancoramento dos filopédios ao substrato, os filamentos de actina
das CEs se contraem fazendo com que as células sejam direcionadas a regido  de
estimulo. Durante esse processo, as CEs proliferam e seguem o0 mesmo caminho
das células da extremidade, levando ao alongamento do broto formado. Além disso,
o0s vacuolos se desenvolvem e formam o limen, que vai dar suporte ao alongamento
dos brotos capilares (ROSARIO et al.,, 2020). Seguidamente, as células das
extremidades (tip) se encontram na fonte de secrecao do fator angiogénico e isso
leva a juncdo dessas células, formando um limen continuo capaz de carrear sangue
oxigenado. Ao receberem uma carga de sangue oxigenado os tecidos voltam a
produzir niveis normais de fator angiogénico. A fase de maturacdo se d4 com a
estabilizacdo do capilar a partir do recrutamento de pericitos e deposicao de MEC
(CHIEN et al., 2007; ADAIR, 2010), além da dependéncia das jun¢des ocludentes e
da membrana basal (ROSARIO et al., 2020; KATOH, 2013; HASKELL et al., 2003;
ADAIR e MONTANI, 2010; POTENTE, GERHARDT e CARMELIET, 2011;
TAHERGORABI e KHAZAEI, 2011).

1.2.2. Angiogénese Intussusceptiva

Também chamada de angiogénese de divisdo ou angiogénese por formacao
de septo (Fig. 3 - ROSARIO et al., 2020; burri et al., 2004)). Isso ocorre pois, a
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parede dos vasos adentra o lumen, levando a divisdo do vaso em duas partes. Esse
processo é considerado rapido, ja que requer somente a reorganizagdo das CEs,
sem depender de processos de proliferacdo e migracao endotelial instantanea. Este
tipo de angiogénese possui um papel importante no desenvolvimento vascular
embrionério, com crescimento rapido em regiées com recursos limitados (GUPTA e
QIN, 2013) e como uma forma de aumentar o plexo capilar sem a necessidade de
altos processos metabdlicos (ROSARIO et al.,, 2020). Entretanto, a angiogénese
intussusceptiva leva a formacdo de novos capilares em regifes que ja existem
capilares (ROSARIO et al., 2020; GUPTA e QIN, 2013).

A partir da regido de contato entre as CEs das paredes opostas, ocorre o
inicio do crescimento microvascular, dando origem ao septo. Para isso, é formada
uma bicamada endotelial a partir de juncdes célula-célula, formando o pilar
intersticial (ROSARIO et al., 2020). Os dois novos vasos vao ser formados com base
na presenca de pericitos e outras células murais, que tem funcéo de cobrir a parede
intersticial. ApOs esse processo a parede intersticial € alargada, o que permite a
retracdo das CEs e a criacdo de vasos independentes (ROSARIO et al.,, 2020;
ADAIR e MONTANI, 2010; ZUAZO-GAZTELU e CASANOVAS, 2018; POTENTE,
GERHARDT e CARMELIET, 2011). Aléem da formacdo de novas estruturas
capilares, esse processo angiogénico € importante na formacao de bifurcacdes de

artérias e veias, assim como na poda de microvasos maiores.



13

FIGURA 3: Angiogénese Intussusceptiva. Demonstragdo do processo angiogénico
em trés dimensoes. (A,B,A’,B’) Inicio do processo com a protrusdo de CEs opostas ao limen
capilar. (C,C’) Contato entre as CEs e reorganizagdo das jungdes endoteliais. (D,D’)
Formacéo da bicamada endotelial, onde as membranas basais sdo perfuradas, permitindo a
entrada de fatores angiogénicos. Adaptado de Burri et al., 2004.

1.2.3 Cooptagao e mimetismo vascular

Este € um mecanismo importante para o desenvolvimento de vasculatura
aberrante em gliomas (ROSARIO et al., 2020). E considerado um processo que
envolve a disposi¢do de células tumorais ao redor de microvasos normais, onde as
células tumorais sequestram vasos pré-existentes (VIENA, 2014). Em estudos feitos
em modelo murino foi visto que, em tumores precoces, houve formagédo de
vasculatura por cooptacdo dos vasos. Nas semanas seguintes foi vista uma forte
resposta angiogénica na periferia do tumor. Sendo assim, a maior parte da
vasculatura tumoral foi cooptada da vasculatura cerebral normal (ROSARIO et al.,
2020, HARDEE e ZAGZAG, 2012).

De acordo com Judah e Folkman, o crescimento tumoral é dependente da
angiogénese (GOTO et al., 1993), e por isso é necessario o desenvolvimento de
terapias que envolvam o controle do processo angiogénico tumoral.

Alguns estudos revelam que as células-tronco tumorais podem contribuir para
a formacgéo de vasos sanguineos em tumores. Essas células vao se diferenciar em

células endoteliais ou pericitos, evento conhecido como mimetismo vascular (DAS et
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al., 2013). Os pericitos vao ter um papel fundamental na permeabilidade da BHE,
além de controlar o fluxo sanguineo local e estabelecerem uma comunicacgéo direta
com as CEs, por meio de jungBes comunicantes e sinais paracrinos sollveis (DAS et
al., 2013). Foi visto entédo, que a interrupcdo do processo de mimetismo vascular,
seja por conta da acao sobre as CEs ou pericitos, retardou o crescimento tumoral
(WANG et al., 2010; RICCI-VITIANI et al., 2010; CHENG et al., 2013).

De acordo com WANG et al., 2021 e RICCI-VITIANI et al., 2010, existe outro
subconjunto de células endoteliais que atuam no revestimento de vasos tumorais, e
carregam as mesmas anormalidades genéticas. Esse mesmo grupo identificou a
presenca de células progenitoras endoteliais neoplasicas, e mostraram que uma
subpopulacao de células-tronco de glioma deu origem a células endoteliais in vitro.

O GBM ¢é considerado um tumor que produz uma vasculatura aberrante, e geralmente
se encontra sob condi¢cdes de hipdxia ou “pseudo-hipdxia”’, quando os niveis de fator
induzido por hipoxia 1 alfa (HIF1) sdo considerados altos e equivalentes a hipéxia, mesmo
com a tensdo de oxigénio sendo considerada normal (HATTERMANN E MENTLEIN, 2014;
COHEN e COLMAN, 2015). Os niveis aumentados de HIF1 leva, ao aumento da expressao
de genes relacionados com a familia de fatores de crescimento endotelial vascular (VEGFSs).
Ja a limitacdo de oxigénio leva a migracdo de células tumorais para vasos normais,
dependendo dos niveis de HIF1 e também do fator de transcricdo EMT ZEB1 (FERRER et
al., 2018; ELSTNER et al., 2007; JOSEPH et al., 2015). Com isso, ocorre 0 aumento da
migracdo de CEs, levando ao surgimento de novos capilares em direcdo ao tumor (LU et al.,
2019; KENIG et al, 2010)

Devido a sua alta capacidade angiogénica, os gliomas possuem pelo menos
dois fendtipos. Um deles é considerado dependente da angiogénese, com a
presenca de aglomerados de células tumorais ao redor dos vasos recém-
desenvolvidos no parénquima normal, e no outro fendtipo a invasao celular ocorre
independente do processo angiogénico. Isso ocorre por conta de células que se
infiltram no parénquima cerebral normal, independente da vasculatura (FERRER et
al., 2018, INOUE et al., 2012; SAKARIASSEN et al., 2006).

A imunossupressao induzida por GBM contribui ainda mais para o
desenvolvimento do tumor, como o recrutamento de macrofagos (adquirindo um
perfil pré-tumoral) associadas ao tumor, promovendo a evasao imune, crescimento
tumoral, invasdo e angiogénese (YE et al, 2012). Sendo assim, a alta
imunossupressao encontrada no local promovem a evasdo imune e dificulta a

eficicia das imunoterapias ja utilizadas (JANJUA et al., 2021).
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1.3 O Microambiente Tumoral

A arquitetura vascular tumoral, num geral, é considerada anormal e
permedavel, onde as células perivasculares sdo destacadas ou ausentes, o que leva
a reducdo na integridade vascular, acentuada imaturidade dos vasos, perfusdo
incoerente, funcionalidade defeituosa, levando ao aumento na taxa de metastase
tumoral (MAJIDPOOR e MORTEZAEE, 2021). Todas essas caracteristicas vao levar
a uma alta taxa de hipoxia e acidez no microambiente tumoral, aumentando ainda
mais a capacidade agressiva do tumor. A partir do processo de hipOxia ocorre a
estimulacdo das células tumorais, que vai levar a producdo de plasmina. Essa
plasmina degrada grande parte das proteinas da MEC e ativa diversas MMPs,
auxiliando assim na invasdo dos tecidos circundantes pelas células do GBM
(FERRER et al., 2018; AWAD et al., 2014; ECKERICH et al., 2007; MARTENS et al.,
2006).

Além disso, as enzimas degradantes de MEC vindas das CEs, no contexto de
GBM, séo responsaveis por grande parte da atividade proteolitica de degradacéo da
MEC no microambiente tumoral (FERRER et al., 2018; PEROUTKA e BUZZA, 2016;
LAKKA, GONDI e RAO, 2005).

Resumidamente, o enfraquecimento da MEC, junto aos processos
angiogénicos encontrados na progressao tumoral, auxiliam na invasdo celular
(FERRER et al., 2018).

O processo angiogénico € considerado complexo, onde é composto por
diversas etapas (ROSARIO et al., 2020). Essas etapas vao constituir numa interacéo
ampla entre células, fatores sollveis e componentes da matriz extracelular (MEC),
gue compdem o microambiente tumoral (CHARALAMBOUS et al, 2006; MATHIVET
et al, 2017; HASKELL et al, 2003; GUPTA e QIN, 2013). Nesse microambiente
(FIGURA 4) é possivel encontrar a presenca de células tumorais, fibroblastos,
macroéfagos, vasculatura aberrante, células tronco mesenquimais, células dendriticas
e células parenquimais. Essa desregulagdo no microambiente tumoral leva a hiooxia,
alteracdo no pH e diferentes concentracbes de metabdlitos (ZUAZO-GAZTELU e
CASANOVAS, 2018).
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FIGURA 4: Microambiente tumoral e seus componentes. A nivel celular

encontramos a presenca de fibroblastos, células tumorais, macréfagos com perfil tumoral,

vasculatura aberrante, células tronco mesenquimais, células dendriticas e células

parenquimais. A nivel quimico encontramos a presenca de hipOxia, alteracdo no pH,

diferentes concentrac6es de metabdlitos. Adaptado de Zuazg-Gaztelu e Casanova, 2018.

Todos esses achados acarretam na desregulacdo dos componentes celulares

e moleculares, levando a formacdo de um microambiente

imunossuprimido

(ROSARIO et al., 2020). Uma caracteristica importante do GBM, que o difere dos

tumores gliais de baixo grau, é a alta capacidade de proliferagcdo microvascular, por

meio da proliferacdo endotelial (DAS et al., 2013). Isso ocorre devido ao aumento de

HIF1, fazendo com que ocorra o aumento na transcricdo de fatores angiogénicos

(como o VEGF). Por conta da desregulacdo desses fatores, a partir de niveis altos

de hipdxia, outros fatores angiogénicos sao liberados a partir das células tumorais e
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normais. O papel desses fatores é atuar no recrutamento de células (e outros fatores
angiogénicos) que vao participar ativamente do processo angiogénico.

1.4 A MEC e a angiogénese

As moléculas de MEC tém um papel fundamental no suporte estrutural, e
atuam como uma barreira de orientacdo no processo migratorio das células de GBM
(VOLLMANN- ZWERENZ et al., 2020). No parénquima cerebral a MEC consiste
principalmente em proteoglicanos, acido hialurénico e glicoproteinas (tenascina-C)
(ZIMMERMANN et al., 2008). A MEC também vai sofrer alteracdes, devido aos
fatores proteoliticos derivados de células de GBM, como as MMPs (por exemplo,
MMP-9). Além disso, os fatores de crescimento estocados na MEC vao
desempenhar um papel importante nesse contexto, modulando também a atividade
das células de GBM e do microambiente tumoral (PING et al., 2011).

As células tumorais, assim como as CEs, sdo responsaveis pela expressdo de
altos niveis de reguladores positivos da angiogénese, que podem agir de forma
autocrina e/ou paracrina (GUPTA e QIN, 2013; KENIG et al., 2010; TAHERGORABI e
KHAZAEI, 2012 e ADAIR e MONTANI, 2010), ocorre entdo a mobilizacdo de proteinas
angiogénicas da MEC, recrutamento de células hospedeiras (como CEs e

macrofagos) ou a jungao desses processos (ROSARIO et al., 2020).

1.4.1 Fatores Angiogénicos e MMP-9

Os fatores angiogénicos sao considerados moléculas secretadas e
mobilizadas pelas células normais e células turmorais, auxiliando no processo
angiogénico. No processo de progressao tumoral as CEs e as células tumorais vao
fazer a mobilizagdo e a secrecdo desses fatores (VEGF, PDGF, MMP9, etc).
(GUPTA e QIN, 2013; KENIG el al., 2010). Isso leva a proliferacdo e migracdo das
CEs, levando a formacéo de novos vasos (ROSARIO et al., 2020).

A angiogénese € uma das principais caracteristicas que se encontram no
desenvolvimento do GBM (BALANDEH et al., 2021), e na sua capacidade de
desenvolver uma vasculatura aberrante. Por isso a importancia de estudos

relacionados ao tratamento de GBMa partir de drogas anti-angiogénicas. O
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desenvolvimento de farmacos que atuem na regulacao de fatores angiogénicos € um
importante alvo terapéutico, no contexto do GBM, ja que a progressao tumoral vai
depender do desenvolvimento de novas redes capilares. Essas redes auxiliam o
tumor no fornecimento de nutrientes e oxigénio, bem como na remocao de residuos
metabdlicos (BALANDEH et al., 2021; HERNANDEZ- ROMERO et al., 2019;
CARMELIET e JAIN, 2011; SONG et al., 2014).

Estudos ja indicam que RNAs ndo codificantes (ncCRNAs) servem como
reguladores importantes de moléculas que induzem a angiogénese, como moléculas
como as MMPs, citocinas e diversos fatores de crescimento (como o VEGF). Além
disso, sob estado de hipdxia, ocorre um desequilibrio nos niveis de fatores pro-
angiogénicos. Com isso, ocorre a ativacdo de CEs nos vasos adjacentes e a MEC é
degradada por diversas enzimas proteoliticas (como as MMPS), permitindo que as
CEs ativadas migrem ao longo do gradiente quimiotatico que leva ao tumor,
iniciando a formacao de novos vasos (BALANDEH et al., 2021; CARMELIET e JAIN,
2011).

As MMPs sdo consideradas endopeptidases que estdo relacionadas
diretamente com a degradacéo e dissociacdo da MEC, auxiliando nos processos de
infiltrac&o no parénquima e angiogénicos. Isso ocorre por conta da regulacao ativa
de fatores angiogénicos, como o fator de crescimento de fibroblastos (FGF-2), VEGF
e as préprias MMPs (KAMINO et al, 2011; NAG, 2011; ROSARIO et al, 2020; QU et
al, 2014). As MMPs vao remodelar os componentes da MEC, gerando uma nova
matriz com funcdo de suporte de células estromais, auxiliando no aumento dos
processos migratérios e aumentando a proliferacao das CEs, levando a formacao de
uma nova rede de capilares (LAKKA e RAO, 2008; BALANDEH et al., 2021).

A MMP-9 é uma metaloprotease dependente de zinco que esta envolvida em
muitos processos que favorecem a progressdo tumoral (ROSARIO et al.,, 2020).
Esses processos envolvem a alteracdo nas interacdes entre células e célula-MEC,
degradacdo da MEC, clivagem de proteinas e peptideos do meio extracelular e
clivagem de proteinas da superficie celular. I1sso leva a processos que favorecem a
progressao tumoral, como a invasdo e migracdo de células tumorais, proliferacao
celular, metastase tumoral e processos angiogénicos (HUANG et al., 2018).

O aumento na atividade de MMP-9 leva a danos na barreira endotelial, por
conta da degradacdo de proteinas de oclusdo celular. Esse processo leva ao
aumento da permeabilidade microvascular (SPAMPINATO et al., 2017; CAUWE et
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al., 2020). Além disso, a alta expressdao de MMP-9 leva a alteracbes na MEC,
promovendo o aumento nos niveis de VEGF. Esse fator ativa as CEs, garantindo
gue essas células adquiram um perfil pré-tumoral (aumentando ainda mais a

liberacdo de fatores angiogénicos) Fig. 5.
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FIGURA 5: Participacdo da MMP-9 na angiogénese. AlteracBes no microambiente tumoral
induzem a expressao de MMPs que, por si, leva a liberacdo de VEGF. Esse fator ativa CEs,
deixando-as com um perfil tumoral. Isso leva ao aumento nos niveis de fatores
angiogénicos, como VEGFRs e EGFRs. A MMP-9 libera VEGF da MEC e cliva Multimerina-
2 (MMRN2) presente nos pontos principais da neoangiogénese. Outras MMPs, como a
MMP-1 e 8 participam na proliferacdo das CEs alteradas e na aquisi¢cdo de sua capacidade
de migracdo permitindo a formacédo de brotos. A MMP-14 e a MMP-2 participam da
formacédo do tubo e do limen. MMP-14 e MMP-9 favorecem o recrutamento de pericitos
para estabilizar os novos vasos. Além disso, ela vai estar envolvida com a desdiferenciagcéo
de Células musculares lisas vasculares para maturacdo dos vasos. Adaptado de Gonzalez-
Avila et al., 2019.

A MMP-9 libera VEGF da MEC e cliva Multimerina-2 (MMRNZ2) presente nos
pontos principais da neoangiogénese. MMP-9 favorece também o recrutamento de
pericitos para estabilizar os novos vasos. Além disso, ela vai estar envolvida com a
desdiferenciacdo de células musculares lisas vasculares para maturagdo dos vasos
sanguineos (Adaptado de Gonzalez-Avila et al., 2019). Somado a uma maior taxa de
angiogénese e infiltracdo e migragédo das células de GBM, o aumento da atividade
de MMP-9 leva a um pior progndéstico desses pacientes (DOBRA et al., 2023).
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2. JUSTIFICATIVA

Os gliomas difusos tém como caracteristica abundante e aberrante vasculatura
(HARDEE e ZAGZAG, 2012), formando uma massa tumoral altamente heterogénea,
composta por varios tipos celulares. Além das células tumorais, encontra-se no
microambiente tumoral células ndo tumorais como astrdcitos, microglia e CE
(GARCIA et al, 2014), as quais estabelecem uma conexdo metabdlica com as
células tumorais (HATTERMANN e MENTLEIN, 2014). A angiogénese tumoral esta
associada ao crescimento e ao metabolismo das células cancerosas, fornecendo
oxigénio, nutrientes e fatores necessarios para alta taxa de proliferacdo e invasao da
mesma. Por possuirem uma acentuada taxa de angiogénese, apesar da arquitetura
aberrante e sub-funcional desses vasos, o estudo da microvasculatura que compde
o tumor e a maneira pela qual esse tumor modifica 0s vasos ja existentes € de
grande interesse, inclusive para novos focos terapéuticos (HATTERMANN e
MENTLEIN, 2014). Dentre diversos fatores secretados pelas CEs de vasos
sanguineos relacionados a angiogénese, destacam- se fatores de crescimento como
VEGF e FGF-2 e metaloproteases de matriz (MMP-9) (KENIG et al, 2010; XU et al,
2018; KORN et al, 2014; RAO et al, 2012; HATTERMANN et al, 2010; KARGIOTIS
et al, 2006). Além disso, as células tumorais também vao secretar fatores de
crescimento e mediadores inflamatérios, como Fator de Crescimento Transformador
2 (TGF-2) e Prostaglandina E2 (PGE2), o que garante a composicdo bioquimica e
imunossuprimida do microambiente tumoral (ANJUM et al., 2017; AGARWALA &
KIRKWOOD, 200; YANG et al., 2010; GUSTAFSON et al., 20010). Poucos trabalhos
tém estudado a comunicacdo entre as células de GBM e do endotélio vascular
cerebral tendo como foco as CEs em si.

Portanto, este trabalho se propés a estudar a influéncia da MEC secretada por
GBM em linhagem de células da microvasculatura do cérebro em processos
essenciais na angiogénse como proliferacdo e ramificagdo. Além disso, nos
propusemos a estudar in silico o efeito de moléculas de MEC (em geral) na
sobrevida global de pacientes de GBM, verificando a influéncia da MEC na

agressividade deste tumor.
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3. OBJETIVOS

3.10bjetivo Geral

Analisar a influéncia da MEC e fatores sollveis secretados por células de

GBM humano em processos angiogénicos como proliferacdo e ramificacao.

3.20bjetivos especificos

- Verificar o comportamento de células HBMEC (proliferacdo e ramificacao)
quando cultivadas sobre MEC pré-formada de HBMECs e GBMs;

- Verificar in silico a influéncia de moléculas de MEC na sobrevida global de
pacientes GBM.

- Verificar o comportamento de HBMECs tratadas e ndo tratadas (controles) com
MC de GBMs na presenca e na auséncia de inibidor de MMP-9 (anticorpo

monoclonal anti-MMP-9.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Cultivo Celular

As linhagens de GBM (GBMO02 e GBM11) foram estabelecidas pelo grupo do
Prof. Vivaldo Moura-Neto a partir de ressecc¢des cirargicas de tumores humanos, nos
respectivos anos, 2002 e 2011 e gentilmente cedidas para o trabalho. A linhagem de
célula endotelial da microvasculatura cerebral humana (HBMEC) foi adquirida da
American Type Culture Collection (ATCC) pelo grupo da Profa. Catarina Freitas, e
previamente descrita por (PIASECZNY et al., 2016).

As células foram descongeladas do N2 liquido e plagueadas em garrafas de
. 2 .
cultivo celular 75/ 25 cm contendo o meio de cultura DMEM/F-12 suplementado

com 10% de soro fetal bovino (SFB) e mantidas em estufa iumida com 5% CO2,
37°C.

4.2 MEC imobilizada livre de células

Células de HBMECs (controles), ou GBMO02 foram cultivadas em confluéncia
por 72 h, em condicbes normais de cultura e lavadas em DMEM-F12 e lisadas com
tampao Triton X-100 0,1%, em PBS1x-livre de Ca2+ a 4 °C. Os restos celulares
foram eliminados por lavagens delicadas com PBS1x. A rede proteica restante,
invisivel ao microscoépio oOptico, foi chamada de MEC pré-formada (FARIA et al.,
2006). As células das quais isolou-se MEC imobilizada foram cultivadas em placas
de 6 pocos ou de 24 pocos e, em ensaios nos quais foram necessarios efetuar
marcagdes com imunofluorescéncia, a MEC foi feita sobre laminulas de vidro

estéreis.
4.3 Cobertura de Gelatina
Alternativamente ao plastico, para tentar aderir melhor as diferentes MEC, as

células foram plaqueadas sobre pocos com uma camada de gelatina 0,1%. Foi

utilizado gelatina de pele bovina (Sigma-Aldrich) filtrada em filtro 0.22um e mantida
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em temperatura entre 60°C e 70°C até o momento de posicionar sobre a laminula de
vidro. A gelatina foi diluida em &gua MilliQ, mantida em temperatuda ideal e
preservada até a sua utilizacdo. A solucéo foi adicionada em placas de 6 ou 24
pocos e mantida na estufa a 37 °C por 2 horas. Apds esse periodo a placa foi
retirada da estufa e mantida por 15 minutos (dentro do fluxo laminar) com a tampa
semiaberta para secagem. As placas foram fechadas, com parafiilme, e mantidas na
geladeira até o momento do plaqueamento. A placa foi retirada da geladeira

momentos antes do plagueamento celular e deixadas em temperatura ambiente.

4.4 Confeccéo do meio condicionado (MC)

Quando as células GBM02 e GBM11 atingiram confluéncia de 80%, foi
retirado o meio de cultura e as células foram lavadas 3 vezes com tampéao fosfato-
salino (PBS 1x) e foi adicionado DMEM/F12 sem SFB. As células foram incubadas
em estufa imida por 72 h (tempo necessario para a confeccdo do MC). Apds esse
periodo, os MCs foram coletados e centrifugados a 650 xg durante 3 min e filtrados
em filtro 0,22 um. Os MCs foram aliquotados e armazenados a temperatura de —80
°C até o uso (NIGRIS et al., 2010).

4.5. Ensaio de Fluorescéncia

Para o ensaio de fluorescéncia, as células HBMEC foram plaqueadas sobre a
MEC nas quantidades de 5x1074 céls/mm3 (para os tempos de 24 h, 48 e 72h) as
quais foram mantidas em cultura com DMEM/F12 (ou MC de GBM) pelos respectivos
tempos. As células foram contadas em contador automatico (BIO-RAD TC 10). Apos
os tempos de tratamento, foi adicionado PFA 4% durante 20 minutos. Em seguida foi
retirado o PFA e os pocos foram lavados 3 vezes com PBS 1x.

Para a marcacgéo de fibronectina foi utilizado o anticorpo FN SIGMA — F3648,
logo apds a retirada do BSA. Foi mantido over night, 4°C e ap0s esse tempo 0s
pocos foram lavados com PBS 1x. Logo apoés as lavagens foi adicionado o anticorpo
secundario, durante 1 hora e 30 minutos.

Para a marcacédo de actina foi utilizada a faloidina (Alexa Fluor 568 Phalloidin
- A12380), onde a marcacéo foi feita logo apds a retirada do BSA 5%. As laminulas
foram incubadas por 30 minutos, RT, em camara escura e lavadas com PBS 1x. As

laminulas foram montadas em laminas utilizando gel de montagem Fluormount™
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(Sigma-aldridch®). As imagens foram capturadas em microscopio de fluorescéncia
DMi8 (Leica®).

4.6 Quantificacdo de HBMECs

Primeiramente os pog¢os da placa de 24 pocos foram preparados (com ou sem
gelatina). Em seguida as células (GBM02 e HBMECSs) foram contadas em contador
automatico (BIO-RAD TC 10), plaqueadas numa quantidade de 5x10”4 por poco e
deixadas em cultivo por 24h, 48h e 72h. Posteriormente foi separado as substancias
para a confecgdo do tampéo de lise e as HBMECs foram cultivadas sobre as
respectivas MECs (de GBM02 ou HBMECs). Ap6s a marcacao com faloidina, e
observacdo em microscoépio de fluorescéncia, as imagens obtidas foram visualizadas
no software IMAGE J, onde foi possivel contabilizar os nucleos celulares que ainda
estavam presentes (com base na marcagdo com DAPI).

4.7 Curva de sobrevida global

Os pacientes utilizados no estudo foram selecionados através do Atlas
Humano Proteico (https://www.proteinatlas.org/) e cBioPortal
(https://lwww.cbioportal.org/), onde os dados foram retirados e organizados a partir
da plataforma The Cancer Genoma Atlas (TCGA). Os dados de sobrevivéncia
revelaram o ultimo dia conhecido até o qual o paciente sobreviveu. As comparacdes
de sobrevivéncia entre os genes selecionados foram realizadas usando o método de
Kaplan-Meier e o teste estatistico de log-rank (Mantel-Cox) utilizando o GraphPad
Prism (versdo 9). Os grupos de pacientes GBM foram divididos entre alta e baixa
expressao de determinada molécula de MEC. O tempo médio de sobrevivéncia foi
calculado como o menor tempo de sobrevivéncia para o qual a funcdo de

sobrevivéncia foi igual ou menor que 50% (Machado and Ferrer, 2023).
4.8 Tratamento de HBMEC com meio condicionado e inibidor de MMP9

HBMECs foram cultivadas em MEC pré-formada (de GBM e HBMECs) em

4
placas de 24 pocos, nas quantidades de 5 x 10 céls/mm3 (para os tempos de 24 h,
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48 h e 72 h), em DMEM/F12 com adi¢do de SFB 10%. Ap0s esse periodo, o meio de
cultura foi retirado, as células foram lavadas 3 vezes com PBS 1x. Em seguida, as
HBMECs foram expostas aos MC de GBMs (GBMs MC) em uma propor¢cao 1:1 de
MC e meio DMEM-F12 sem SFB, sendo que o MC consiste de uma mistura de MC
de GBM11 e GBMO02 (50% de cada) (ALVES et al.,) As HBMECs foram plaqueadas
em pocos com e sem gelatina 0,1%, na presenca ou auséncia do MC de GBM e na
presenca ou auséncia do inibidor de MMP9 (ab142180 1 uyM) (GOODWIN et al.,
2007). Para o controle sem inibidor nos utilizamos o meio DEMEM/F12 + DMSO
(que foi utilizado para diluir o inibidor de MMP-9, como indicado pelo fabricante). O
cultivo celular foi mantido pelos tempos de 24 h, 48 h e 72 h.

4.9 Andlise Estatistica
Os gréficos foram obtidos no programa Graphpad Prism®. Para analise

estatistica, foi aplicado o teste t de amostras pareadas, comparando 0s pares

tratados e nao tratados dos mesmos tempos.
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5. RESULTADOS

5.1. A cobertura de gelatina permitiu uma maior aderéncia da MEC de
GBMO02 e HBMECs.

Com base na constatacdo da eficiéncia do tampéao de lise, houve uma menor
marcacao de fibronectina na linhagem de GBMO02, quando comparada com HBMECs
(FIGURA 6.1 e FIGURA 6.2). A partir desse resultado foi feito um teste com a
confeccdo de uma cobertura de gelatina antes do plaqueamento das células, a fim
de testar uma maior aderéncia da MEC secretada pelas células. A marcacéo
nuclear é praticamente ausente quando as células foram lisadas com tampéo - tanto
na presenca e auséncia de gelatina. A marcagéo de fibronectina foi observada em
grande quantidade no controle sem lise. Na condi¢cdo de lise com cobertura de
gelatina ha maior marcacdo de MEC quando comparado com o modelo de lise sem
gelatina. Em ambas condicdes de lise houve uma menor marcagao quando

comparado ao controle sem lise.
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FIGURA 6.1: Cultivo celular de GBM sobre gelatina garantiu maior aderéncia da MEC.
Imunofluorescéncia do cultivo de GBMO02, antes e depois da lise celular, sobre plastico ou
gelatina. Marcacdo nuclear com DAPI (azul) e marcacdo de fibronectina (vermelho). (A)
Cultivo de GBM sobre plastico, antes e depois da lise celular. (B) Cultivo de GBM sobre
gelatina, antes e depois da lise celular.
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FIGURA 6.2: Cultivo celular de HBMEC sobre gelatina garantiu maior aderéncia da
MEC. Imunofluorescéncia do cultivo HBMEC, antes e depois da lise celular, sobre plastico
ou gelatina. Marcacdo nuclear com DAPI (azul) e marcacédo de fibronectina (vermelho). (C)
Cultivo de HBMEC sobre pléastico, antes e depois da lise celular. (D) Cultivo de HBMEC
sobre gelatina, antes e depois da lise celular.
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Apesar da cobertura de gelatina ter garantido uma maior aderéncia e
preservacao da morfologia da MEC de GBMO02 quando comparado a condicdo sem
gelatina, pode-se observar uma perda na quantidade de MEC de GBMO02 (FIGURA
6.1). Apesar de ocorrer a perda de fibronectina apés a lise, é possivel sugerir que
outros componentes relacionados a matriz ndo foram perdidos.

A diferenca na quantidade de MEC entre o controle e lise foi mais sutil na
MEC de HBMEC (FIGURA 6.2). Apesar do receio de que essa diferenca de
quantidade de MEC pudesse camuflar os resultados da MEC de GBM, quisemos
testar se essa MEC livre de células mantinha a atividade biolégica das MEC.

Fizemos um ensaio de quantificacdo das HBMECs sobre as MECs.

5.2. AMEC de GBM diminui o numero de HBMEC

Foi possivel investigar se existe diferenca entre o numero de células
HBMECs cultivadas sobre MEC pré-formada de HBMEC (controle) e GBMO02.
Com a avaliacdo da quantidade de HBMECs e analise estatistica observamos
que a MEC de GBM diminuiu a quantidade (*p< 0,05) de HBMECs em 24h

guando as MECs foram aderidas sobre gelatina.

Observarmos que em 72 h tanto a MEC de GBM quanto HBMEC
inibiram a quantidade de HBMEC (***p<0,001) quando as MEC foram
cultivadas no plastico. Ao passo que nas MECs aderidas sobre gelatina
observamos diferenca na quantidade de HBMECs cultivadas sobre MEC de
GBM versus MEC de HBMEC (**p<0,01), onde a quantidade de células é
novamente inibida na MEC tumoral (FIGURA 7.1 e 7.2). Com isso é possivel
sugerir que a MEC de GBM realmente induz uma reducao da quantidade de
HBMECSs cultivadas, tanto sobre plastico como sobre gelatina, e a preservacéo

dessa MEC secretada foi importante para esse resultado.
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FIGURA 7.1: MEC de GBM inibe quantidade de HBMECs. Linhagem de HBMEC cultivada
sobre diferentes condi¢Ges e observada nos tempos de 24h (A), 48h (B) e 72h (C), indicando
gue o cultivo sobre MEC de GBM reduz a quantidade de HBMECs. Imunofluorescéncia com

marcagao para actina (vermelho) e nacleo celular, com DAPI (azul).
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FIGURA 7.2: Representacdo grafica demonstrando que MEC de GBM inibe a
quantidade de HBMECs. Linhagem de HBMEC cultivada sobre diferentes condicbes e
observada nos tempos de 24h (A), 48h (B) e 72h (C), indicando que o cultivo sobre MEC de

GBM reduz a quantidadede HBMECs. Imunofluorescéncia com marcacdo para actina

(vermelho) e DAPI (azul).
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5.3. Aumento no numero de células HBMEC e no tamanho dos agregados

celulares quando em contato com o MC de GBM

Tendo estudado a influéncia da MEC tumoral sobre as células endoteliais,
fomos investigar o efeito de fatores secretados. Observamos o comportamento das
HBMECs sobre a influéncia de MC de GBM comparado ao controle meio de
cultivo+DMSO (DMSO foi usado pois o inibidor de MMP9 foi diluido em DMSO,
como indica o fabricante). As observacdes foram feitas nos tempos de 24h, 48h e
72h.

Inicialmente foi possivel observar que as HBMECs se comportaram de
formas diferentes sob as diferentes condi¢des de tratamento. A excegéo foram
as células cultivadas somente com meio sem soro e meio sem soro + DMSO
que tiveram quantidade e morfologia equivalentes e, portanto, as células da
condicdo controle (meio sem soro) foram omitidas das imagens. Foi possivel
visualizar que as HBMECs em contato com MC de GBM apresentaram um
possivel aumento no numero de células e no tamanho dos agregados
celulares induzidos pelo MC de GBM (FIGURA 8).

24h 48h 72h

Meio sem soro
+ DMSO

MC de GBM

FIGURA 8: Aumento no namero de células HBMEC e no tamanho dos agregados

celulares em contato com o MC de GBM. HBMECs cultivadas com o tratamento MC
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de GBM demonstraram um aumento no numero celular e no tamanho dos agregados
celulares comparado ao controle. Imagem obtida por microscopia invertida de campo
claro (N=1).

5.4. O aumento dos aglomerados celulares de HBMEC induzidos pelo MC de
GBM foi revertido com o inibidor de MMP9

As HBMECs cultivadas sobre plastico, quando tratadas com MC de
GBM + inibidor, tiveram o tamanho dos aglomerados diminuido quando
comparado ao tratamento de MC de GBM, em especial no tempo de 72 h
(FIGURA 8, FIGURA 9).

MC de GBM

MC de GBM
+ Inibidor

FIGURA 9: O aumento de aglomerados celulares de HBMEC quando em contato
com o MC de GBM foi revertido pelo inibidor de MMP9. HBMECs tratadas com MC
de GBM + inibidor mostraram uma possivel redu¢cdo no tamanho dos aglomerados
celulares, nos tempos de 48h e 72h. Imagem obtida por microscopia invertida de campo
claro (N=1).

A partir desses resultados foi possivel avaliar por imunofluorescéncia as
caracteristicas proliferativas e morfologicas das HBMECs cultivadas sob as
diferentes condi¢gbes mencionadas. As células foram marcadas com intercalante de
DNA (DAPI), para avaliar a capacidade proliferativa, e marcador de actina

(vermelho) para avaliar a morfologia celular. E possivel visualizar que os resultados
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sdo semelhantes aos vistos em microscopia optica (FIGURA 10).

Controle

MC de GBM

Inibidor de MMP9

MC de GBM + inibidor de MMP9

10 uM

FIGURA 10: O inibidor de MMP9 diminui os aglomerados induzidos
pelo MC de GBM. Ensaio de imunofluorescéncia com marcacao para
actina (vermelho) e nucleo (azul). E possivel sugerir que as HBMECs
reduzem a quantidade de aglomerados celulares com o tratamento
utilizando inibidor de MMP-9, nos controles observados.
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5.5. Os niveis de expressdo de componentes da MEC influenciaram na
sobrevida de pacientes com GBM

Os dados obtidos acerca da analise de sobrevivéncia dos pacientes mostraram
que a expressdo de determinadas moléculas de MEC vai influenciar diretamente na
sobrevida destes.

Foi visto que os pacientes com menor sobrevida possuiam, no geral, niveis
elevados de expressdo génica de moléculas da MEC, como colageno alpha (COLA),
laminina alpha (LAMA) ou beta (LAMB), integrina alfa 3 (ITGA3), fibulina (FBLN),
MMP9, hyaluronam sintase 1 (HAS1), neurocam (NCAM) e fator de crescimento
transformador beta 1 (TGFB1l) (FIGURA 11). Exceto por neurocam, onde 0s
pacientes apresentaram maior sobrevida quanto a maior expressdo dessa

glicoproteina.



Niveis de componentes da MEC influenciam na sobrevida de
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FIGURA 11: Curva de sobrevida de pacientes com GBM de acordo com maior ou
menor expressdo de componentes de MEC. Demonstracdo gréafica da diferenca de tempo
de sobrevida em pacientes com GBM, de acordo com o0s niveis transcritos de ITGAS3,
laminina, fibulina, colageno, MMP9, HAS1, NCAN e TGFB1. E possivel ver que pacientes
gue expressam maiores niveis desses componentes da MEC, em maior parte, apresentaram
uma menor taxa de sobrevida. Exceto por NCAN, onde os pacientes apresentaram maior

sobrevida.
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6. DISCUSSAO

Os GBMs sédo considerados tumores altamente angiogénicos, e a
angiogénese nesses tumores esti associada a niveis de malignidade e esta
negativamente correlacionada com a sobrevida do paciente (ZHANG et al., 2008;
Alves et al.,, 2011). Durante o desenvolvimento do GBM, as células tumorais
desempenham um papel instrutivo precoce no parénquima cerebral. As células
estromais instruidas pelo tumor, através do contato célula-célula e/ou fatores
soluveis secretados, tém efeitos diferenciais na proliferacdo e migracdo de células
tumorais in vitro, indicando crosstalk reciproco entre células neoplasicas e néo
neoplasicas, como CE (BOUGNAUD et al., 2016; TESTA et al., 2022). A composi¢cao
da MEC e seus fatores de sinalizacdo armazenados também influenciam o
comportamento das células GBM e das células estromais do GBM, afetando a
angiogénese, infiltracéo e agressividade do GBM (ALVES et al., 2011 DINEVSKA et
al., 2023; MARINO et al., 2023). Compreender a complexa interacdo entre a MEC,
as células GBM e a CE na angiogénese tumoral e na agressividade tumoral é crucial
para identificar novos biomarcadores para melhorar o prognostico dos pacientes e
para o desenvolvimento de terapias direcionadas.

A MEC é considerada um componente importante no desenvolvimento de
gliomas (FERRER et al., 2018), onde a sua composi¢ao vai influenciar, por exemplo,
na capacidade migratéria das células tumorais (PARRI & CHIARUGI, 2010; TAPON
& HALL, 1997; BEADLE et al., 2008; CANOLL & GOLDMAN, 2008; FARIN et al.,
2006). A MEC pré-formada é produzida e utilizada como alternativa para uma base
de cultivo celular, que mimetiza a MEC produzida e liberada por células, no SNC
(HELLEWELL et al., 2017). Com base nisso, desenvolvemos um protocolo para
avaliar a melhor maneira de obter uma MEC imobilizada livre de células.

Foi possivel observar que o tampédo de lise a base de TRITON X-100 se
mostrou eficiente na lise celular. A lise celular ocorre por conta da exposi¢cao
prolongada ou altas concentracbfes do detergente. Esse detergente neutro é
amplamente utilizado para lisar células, por sua acéo polar (KOLEY et al., 2010), vai
agir sobre as ligacdes de hidrogénio encontradas na bicamada lipidica da célula, o
que leva a degradacao da membrana celular (KOLEY and BARD, 2010).

A partir dessas observacgdes, vimos que a MEC secretada foi perdida durante o

processo de lise celular. Perguntamos entdo se a utilizacdo de uma superficie de
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cultivo revestida seria util para garantir uma maior aderéncia da MEC secretada,
apos o processo de lise celular.

De acordo com o estudo de BELLO et al., 2020 o uso da gelatina (colageno
tipo I) é relevante em estudos de desenvolvimento celular in vitro, auxiliando na
fixacdo celular, por conter importantes por¢cdes de ligagdo para que isso ocorra. A
sua estrutura é caracterizada por sua rigidez, por conta da sua forma de bastonete
de tripla hélice entrelacada, formando assim uma estrutura quaternaria (GORGIEVA
e KOKOL, 2011; BRODSKY et al.,, 2005). Além disso, 0 seu uso € considerado
biocompativel, e ndo induz antigenicidade e toxicidade nas células. Os resultados
vistos no estudo de Paguirigan, 2006, afirmam que o uso de um revestimento de
gelatina, como superficie de cultivo celular, auxilia no estudo dos efeitos da MEC e
de fatores soluveis. Dessa forma é possivel mimetizar melhor o microambiente in
vivo (PAGUIRIGAN et al., 2006). Sendo assim, o cultivo celular feito sobre uma
camada revestida de gelatina garante uma observacdo mais proxima da realidade
acerca do desenvolvimento estrutural, fatores solUveis e desenvolvimento celular in
vitro (LI et al., 2005; TU et al.,, 2003; WANG et al.,, 2003; STREULI et al., 1991;
WOZNIAK et al., 2004; HERSEL et al., 2003). A partir dessas informacgdes foi
possivel sugerir 0 uso da gelatina para garantir uma maior aderéncia da MEC
secretada, ap6s o processo de lise celular. Vimos entdo que a utilizacao de gelatina,
em baixa concentracdo (0.1%), foi util para a preservacdo e maior integridade da
MEC secretada pelas células em cultivo. Neste trabalho foi visto que a concentracao
de 0.1% de gelatina se mostrou eficiente para preservar a MEC secretada pelas
células, ap6s o processo de lise celular com tampao a base de TRITON X-100.

Foi visto que as HBMECs nado formaram tubulos quando cultivadas sobre a
MEC pré-formada livre de células. De acordo com os estudos de ALVES et al., 2011,
DECICCO-SKINNER KL et al., 2014; GOODWIN et al.,, 2007, com a utilizacdo de
MEC comercial, eles observaram a formacgéo de tubulos com base na presenca de
uma matriz enriquecida em TN-C (Tenacina-C) (ALVES et al., 2011), sugerindo que
a presenca dessa molécula no microambiente tumoral leva a formacdo de
ramificacbes endoteliais. Inicialmente esperavamos encontrar processos de
tubulogénese nas células cultivadas sobre a MEC de GBM, porém néao foi possivel
visualizar esse resultado.

Como a proliferacdo é um processo essencial para a angiogénbese,

decidimos avaliar a quantidade das HBMECs-quando cultivadas sobre uma MEC
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pré-formada de HBMECs e GBMO02. Segundo os estudos de ALVES, 2011 acerca da
proliferacdo de células endoteliais sobre diferentes matrizes celulares, foi visto que
no cultivo de HUVECs sobre a MEC de U373 MG, algumas dessas células estavam
sofrendo desadesdo endotelial e anoikis. Esse resultado observado indica que a
MEC secretada por linhagens celulares e células primarias de glioma, induzem
essas caracteristicas que levam a morte celular. Outra caracteristica importante,
também visto no trabalho de ALVES, 2011, foi a observacao de que fragmentos de
GBM colocados em contato direto com monocamadas endoteliais confluentes levam
ao descolamento endotelial. E sugerido entdo que a inducdo da morte celular esta
ligada a composicdo da MEC ou a fatores presentes na MEC secretada pelas
células tumorais. Essas informacfes corroboram com os resultados do presente
trabalho, onde mostramos que a MEC de GBM inibiu a quantidade de HBMECs em
24 h (quando as MECs foram aderidas sobre gelatina) e em 72h.

No estudo de ROSARIO et al 2020, acerca de fatores soluveis de GBM (meio
condicionado) aumentarem a capacidade migratéria de HBMECs via expressao e
guantidade proteica de MMP-9 observadas, decidimos desenvolver um ensaio de
inibicdo de MMP-9 para avaliar se esse fator possui alguma influéncia na capacidade
proliferativa das HBMECs. E possivel sugerir que o inibidor de MMP-9 parece agir
reduzindo o numero de células e agregados celulares induzidos pelo MC de GBM.
Esses resultados corroboram o estudo de DECICCO-SKINNER, 2014, indicando que
o uso do MC de GBM leva ao surgimento de agregados celulares, por conta de
fatores sollveis encontrados nesse MC, liberados por células de GBM. Esses dados
corroboram com o estudo de Goodwin et al., 2007, que indica que o uso do inibidor
de MMP levaria a diminuicdo da capacidade proliferativa das CEs em cultivo, nesse
caso, as HBMECs. Quando as HBMECs séo cultivadas apenas sobre plastico e MC
de GBM elas formam agregados celulares que sao rompidos pelo inibidor de MMP-9.

Adicionalmente no6s encontramos uma correlacdo geral da alta expressao de
moléculas de MEC em GBM (colageno alpha (COLA), laminina alpha (LAMA) ou
beta (LAMB), integrina alfa 3 (ITGA3), fibulina (FBLN), MMP9, hyaluronam sintase 1
(HAS1), neurocam (NCAM) e fator de crescimento transformador beta 1 (TGFB1)
com baixa sobrevida, prognostico nesses pacientes.

No conjunto de genes de angiogénese nao respondedores, o COL4A2 foi
associado a resultados clinicos ruins em pacientes tratados com bevacizumabe.

Este estudo demonstrou que os conjuntos de genes associados a angiogénese sao
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compostos de subconjuntos distintos com diversos papéis bioldgicos e que
representam diferentes respostas clinicas a terapia antiangiogénica (CHOI et al.,
2018). COL4Al e COL4A2 também foram incluidos em uma lista de 15 genes que
compunham uma assinatura genética relacionada ao sistema imunolégico em
gliomas. Com base nesta assinatura genética, a sobrevida dos pacientes do grupo
de alto risco foi pior do que a dos pacientes do grupo de baixo risco (GONG et al.,
2021). Além disso, ensaios imuno-histoquimicos demonstraram que o COLG6AL foi
significativamente regulado positivamente nos tecidos tumorais de pacientes com
GBM de alto risco. O sequenciamento de RNA unicelular também validou que essas
células malignas expressavam altos niveis de COL6A1 (WAN et al.,, 2023). O
aumento da expressdo de COL6AL e do agrupamento de marcadores moleculares
endoteliais vasculares de diferenciacdo (CD31) induziu a angiogénese do glioma
(HAN et al.,, 2022). Por sua vez, o COLbAl ja foi associado a padrdes de
sobrevivéncia em pacientes com GBM (p <0,0001). Os seus resultados indicaram
gue o COLBAl teve a classificagdo mais elevada, com niveis de expressdo
significativamente mais elevados nos tecidos GBM do que nos tecidos cerebrais
normais. Além disso, o COL5A1 foi superexpresso em amostras exibindo
caracteristicas agressivas, incluindo os grupos nao-G-CIMP (p <0,0001), IDH1 de
tipo selvagem (p <0,0001) e O6-metilguanina-DNA metiltransferase ndo metilada
(MGMT) (p = 0,008 ). Em relacéo a classificacdo do subtipo molecular do GBM, o
nivel de expressdo de COL5A1 no subtipo mesenquimal (Mes) foi maior do que nos
subtipos pronural e classico (p <0,001) (TSAI et al., 2021). A expressédo de COL5A3
também foi correlacionada com baixa sobrevida em pacientes com GBM (BASSOT
et al., 2023). As lamininas sao os principais componentes da membrana basal dos
vasos sanguineos (YOUSIF et al.,, 2013). A regulacdo positiva da expressao de
LAMB1 correlacionou-se fortemente com a regulacdo negativa do miR-124-5p. O
crescimento do glioma através do aumento da angiogénese foi revertido apos o
knockdown do LAMB1 (CHEN et al., 2014). LAMB1 foi descrito como um candidato a
biomarcador promissor no GBM (ZOLOTOVSKAIA et al.,, 2022). Niveis baixos de
LAMB1 também foram associados a um fenoétipo tumoral menos invasivo e a um
melhor prognéstico (VIRGA et al.,, 2017). Os fendtipos angiogénicos endoteliais
foram mapeados para a angiogénese tumoral e incluiram, por exemplo, uma
assinatura genética associada a remodelacdo da BM vascular, como LAMBI1,
LAMA4, COL4Al1 e COL4A2 (ZHANG et al., 2018; XIE et al., 2021). Por sua vez, a
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cadeia LAMAL é um componente de varias isoformas de laminina (laminina-1, -2, -6,
-8, -10 e -12) (PATARROYO et al., 2002). Descobriu-se anteriormente que essas
cadeias de laminina sé@o secretadas por células de glioma e desempenham papéis
na infiltracdo peritumoral através da adesdo de células cancerigenas aos
componentes da MEC e migracao celular (KAWATAKI et al.,, 2007). A expressao
mais baixa de LAMA1 tem sido associada a melhora da sobrevida em conjuntos de
dados de pacientes com GBM, enquanto a superexpressdao de LAMAL tem sido
correlacionada com o aumento do crescimento tumoral no GBM primario (SCRIDELI
et al., 2008; FISCON et al., 2018). As fibulinas sdo proteinas associadas a fibras
elasticas. A andlise bioinformética demonstrou que as vias relacionadas a
angiogénese, que envolvem fibulina expressa diferencialmente, estdo aumentadas
em astrocitomas de baixo a alto grau (REN et al., 2016). Foi demonstrado que a
superexpressdo de FBLN1, também conhecida como EFEMP1, elimina o
desenvolvimento de tumores e suprime a angiogénese, a proliferacdo celular e a
expressdo de VEGFA. Em células GBM tratadas com proteina FBLN1 exdgena ou
FBLN1 enddgeno superexpresso, o nivel de EGFR foi reduzido (HU et al., 2011).
Além disso, um estudo envolvendo 95 pacientes com GBM analisados por gPCR
demonstrou que o FBLN1 era um marcador prognéstico favoravel para pacientes
com GBM, de acordo com a analise de regressao de Cox (HU et al., 2011). Por outro
lado, a regulacdo negativa do FBLN2 também foi associada ao estagio clinico
avancado em tecidos de astrocitoma (REN et al., 2016). A analise bioinformatica
integrativa confirmou o papel fundamental do TGFB1 como um importante médulo
de interacdo que molda a progressédo do GBM (BOUGNAUD et al., 2016).
Descobriu-se que o TGFB1 aumenta a angiogénese induzida por GBM, um processo
gue foi prejudicado por um inibidor da quinase N-terminal c-Jun (JNK) (SP600125),
mas nao pela quinase regulada por sinal extracelular (ERK), fosfatidilinositol 3-
quinase (PI3K) , ou inibidores da proteina quinase ativada por mitdégeno (MAPK).
Essas descobertas ressaltam o papel critico das vias TGFB1 e JNK na mediacéo da
angiogénese do GBM ( YANG et al;. 2013; HAN et al.,, 2015). A expressao de
TGFB1 também foi positivamente associada ao prognostico agressivo, pois foi maior
no subtipo Mes de glioma de alto grau (HGG) do que no subtipo pronural. Além
disso, o TGFB1 emergiu como uma potencial molécula prognostica e um potencial
gene de assinatura para o subtipo Mes HGG (PAN et al., 2018)

O HA impacta fortemente o desenvolvimento e progressdo do tumor,
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promovendo a proliferagdo celular, angiogénese, resisténcia a quimioterapia e
invasao dos tecidos circundantes (FERRER et al., 2018; YANG et al., 2013). Dados
de microarranjos de tecidos mostraram alta expressdo de HA e HAS1-3 em tecido
maligno de astrocitomas com infiltracdo difusa de grau II-IV ( VALKONEN et al.,
2018). Além disso, o HA aumenta os niveis de ceruloplasmina, uma proteina
relacionada a hipéxia, inflamacéo e angiogénese em gliomas ( PIBUEL et al., 2021).
Até o0 momento, ndo houve estudos relacionando diretamente a expressédo de HAS1
e CE no GBM. O crescimento altamente invasivo do GBM é influenciado por um
perfil anormal de subtipos de MMP e seu inibidor TIMP envolvido na remodelag&o do
BM e da vasculatura normal (SAXENA et al., 1995; ZERROUQI et al.,, 2012;
PULLEN et al 2012). Descobrimos que a MMP9 foi correlacionada com menor
sobrevida em pacientes com GBM. O papel da MMP9 na angiogénese do GBM tem
sido estudado ha muito tempo (THORNS et al., 2003; JIGUET-JIGLAIRE et al.,
2022). O aumento da expressdo de MMP9 foi correlacionado com o aumento da
angiogénese (ANNABI et al., 2009) e sua expressao € significativamente induzida
pela hipéxia no GBM (EMARA et al.,, 2014). A expressdao de MMP9 também foi
significativamente associada a um mau prognostico em pacientes com GBM (SUN et
al., 2019). Curiosamente, o valor preditivo da MMP9 num ensaio randomizado de
fase Ill em pacientes com GBM recentemente diagnosticado foi correlacionado com
a eficacia do bevacizumab, um medicamento antiangiogénico. Pacientes com niveis
baixos de MMP9 tiveram um beneficio significativo de OS em 5,2 meses com
bevacizumabe (p = 0,0009). A analise multivariada revelou uma interacdo
significativa entre o tratamento e MMP9 (p = 0,03) para OS (JIGUET-JIGLAIRE et
al., 2022). Conroy e colaboradores (2017) (CONROQY et al.,, 2017) mostraram que
MMP2, MMP9, TIMP1 e TIMP2 foram mais altamente expressos em GBM do subtipo
classico. Recentemente, o TIMP1 foi identificado como um dos oito genes
diferencialmente expressos relacionados ao prognéstico no GBM (DANG et al.,
2023). O HA impacta fortemente o desenvolvimento e progressdo do tumor,
promovendo a proliferagcdo celular, angiogénese, resisténcia a quimioterapia e
invasdo dos tecidos circundantes (FERRER et al., 2018; JONG et al., 2008). Dados
de microarranjos de tecidos mostraram alta expressao de HA e HAS1-3 em tecido
maligno de astrocitomas com infiltracdo difusa de grau Il-IV (VALKONEN et al.,
2018). Além disso, o HA aumenta os niveis de ceruloplasmina, uma proteina

relacionada a hipoxia, inflamacéao e angiogénese em gliomas (PIBUEL et al., 2021).
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Até o momento, ndo houve estudos relacionando diretamente a expressdo de HAS1
e CE no GBM.

7. CONCLUSAO

Neste trabalho utilizamos a técnica de lise celular, onde estabelecemos o uso
de uma solucdo tampéo a base de um detergente neutro (TRITON X-100) como
forma padréo, pois se mostrou eficiente no processo de lise. Além disso, foi possivel
observar maior presenca de MEC (pela marcacdo com fibronectina), apés a lise,
gquando GBMO02 e HBMECs foram cultivadas sobre gelatina sugerindo que a
presenca de gelatina garantiu maior aderéncia da MEC.

Foi possivel observar que as HBMECs ndo formam tabulos quando cultivadas
sobre MEC tumoral livre de células, demonstrando diferencas na quantidade de
HBMECs quando em presenca de MEC pré-formada quando comparado aos
controles nos tempos de 24 e 72h. Concluimos com o ensaio de quantificacdo de de
HBMEC, que a MEC de GBM inibiu 0 aumento de HBMECs nesses tempos.

O ensaio preliminar de inibicdo de MMP-9 mostrou que sob influéncia do MC
de GBM, as HBMECs estdo em maior numero e formaram agregados celulares.
Observamos que esse tipo de MMP influencia nos tempos de 24 h, 48 he 72 h.

Além disso, observamos que as moléculas de MEC [colageno alpha (COLA),
laminina alpha (LAMA) ou beta (LAMB), integrina alfa 3 (ITGAS3), fibulina (FBLN),
MMP9, hyaluronam sintase 1 (HAS1), neurocam (NCAM) e fator de crescimento
transformador beta 1 (TGFB1)] contribuiram com uma pior sobrevida global em
pacientes GBM in silico. Portanto, sugerimos essas moléculas como possiveis
contribuintes para 0 aumento no processo de angiogénese desses tumores.

No geral, nosso trabalho indica que a MEC de GBM influencia no nimero de
células HBMEC e no seu processo de ramificagdona, e que algumas moléculas de
MEC diretamente contribuem para um pior prognéstico em tumores GBM. Abrimos
possibilidades de estudo acerca de como a MEC pode ser alvo no estudo da
angiogénese de GBM, com destaque para a inibicdo de MMP-9.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords Angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) is #n important player of the reni i in-ald system

Endothelial cells (RAAS) in regulating the conversion of angiotensin II into angiotensin (1-7). While expressed on the surface of

M_"‘?'("w'z human cells, such as lung, heart, kidney, neurons, and endothelial cells (EC), ACE2 is the entry receptor for

:::‘J N SARS-CoV-2. Here, we would like to highlight that ACE2 is predominant on the EC membrane. Many of coro-

Coagulation navirus disease 2019 (COVID-19) symptoms have been associated with the large recruitment of immune cells,
directly affecting EC. Additionally, cytokines, hypoxia, and complement activation can trigger the activation of
EC leading to the coagulation cascade. The EC dysfunction plus the inflammation due to SARS-CoV-2 infection
may lead to abnormal coagulation, actively participating in thrombo-inflammatory processes resulting in vas.
culopathy and indicating poor prognosis in patients with COVID-19. Considering the intrinsic relationship be-
tween EC and the pathophysiology of SARS-CoV-2, EC-associated therapies such as anticoagulants, fibrinolytic
drugs, immunomodulators, and molecular therapies have been proposed. In this review, we will discuss the role
of EC in the lung infl ion and ed in the di i coagulation process, ACE2 positive cancer pa-
tients, and current and future EC-associated therapies to treat COVID-19.

1. Introduction released into the cells and initiates synthesis of viral proteins.

In December 2019, in the city of Wuhan, China, the first cases of a
new respiratory infection were reported [ 1]. Experts determined that the
disease, later termed COVID-19, was caused by a novel coronavirus.
Since COVID-19 can cause severe acute respiratory distress syndrome
(SARS), the new coronavirus was named severe acute respiratory syn-
drome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) [1]. COVID-19 has since led to the
deaths of thousands of people and had caused a serious global impact on
both health and economies. Further investigation into the evolution of
symptoms in patients with COVID-19 is necessary, since patients may be
asymptomatic or have mild, moderate or severe symptoms. Patients
with mild and moderate symptoms have fever, fatigue, and cough. Pa-
tients with viral pneumonia or systemic inflammation are considered to
be severe symptoms [2]. Patients with dysfunctional coagulation are
considered to be in the critical phase [3]. The SARS-CoV-2 virus can
penetrate the host cell by binding to cell surface receptors [4]. As
described by Yuki et al (2020) [2], the virus enters the host cell through
endocytosis or membrane fusion (penetration), and the viral RNA is then

* Corresponding author at: Department of Cellular and Molecular Biology, Institute of Biology, Fl

E-mail address: valeriafesresiid.off bre (V.P. Ferrer).

https:/ /doi,org/10.1016,/5.vph. 2021106829

Proteins, glycoproteins and proteoglycans on the surface of host
cells, such as the serine transmembrane protein 2 (TMPRSS2) and
Heparan Sulfate Proteoglycans (HSPG), are important for the initial
interaction between viruses and cells [5 -1 1]. Other proteins that can act
as viral receptors, such as sialic acid receptors [12,173], the matrix
metalloproteinase inducer CD147 [14] and ACE2, then mediate viral
entry into the host cell [15]. ACE2, which is part of the RAAS [16,17] is
currently the most studied receptor in the context of SARS-CoV-2 [17]
and is considered to be important for viral infection [15]. There is evi-
dence that the virus interacts with ACE2 through its spike protein, a
trimeric transmembrane glycoprotein that is important for determining
viral diversity and host tropism [3,15,16,19]. Experimentally, the spike
protein of SARS-CoV-2 has been shown to have high affinity for human
ACE2 [7,20]. Thus, it is possible to use this affinity to estimate the
density of ACE2 in different types of tissue [15] and it has been sug-
gested that the density of ACE2 in each tissue may correlate with the
severity of disease in that tissue [21-25]. Additionally, it has been
demonstrated that binding of heparin or heparan sulfate can induce
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Abstract

Ghioblastomas (GEM) are aggressive tumors knowm for their hetercseneity, rapid proliferation, treatmant resistance, and
extensive vasculzture. Angicsenesis, the formation of new vessels, mrvolves endothalial cell (EC) mizration and prolifera-
tion. Varows extracellular matrix (ECM) mclecules resulate EC survrval, migration, and proliferafion. Culhirms human
bram EC (HEMEC) on GEM-derived ECM revealed a decreaze m EC mumbers compared to controls. Through in zilico
anzlvzais, we explored ECA gene expreszion differences between GEM and bramm nemmal glhia cellz and the impact of GELI
microenvirenment on EC ECAI transeripts. ECA moleculss such as collagen alpha chams (COL4A4], COLAAZ, p < 000013,
lamnn alpha (LAMAL), beta (LAMED), and gamma (LAMCI) chaims (p-0.0005); neurocan (WCAN), brevican (BCAN)
and versican {FCAN) (p <0.0003}; hyaluronan synthase (F45) 2 and metalloprotease (MMP) 2 (p <0005}, MAP mhibi-
tors (TIMPI-4, p = 0.0003), transforming growth factor beta-1 (TGFE]) and integrin alpha (ITEA43/5) (p < 0.03) and beta
(ITZB1, p =0.0003) chainz showed increasad expression m GBA Additionally, GEA-mfluenced EC axhubited elevated
expreszion of COLIASF, COLAAL, COLIZ2AL and COLITAI (p=0.01); LAMAL LAME] {p <0.001); fbuline (FELNI/Z,
pe Q0L MMER, HASI, ITGA4Z, TGFBI, and winglass-related mtegration zmite 98 (WNTOE) (p < 0.01) comparad to normal
EC. Some of thesa moeleenles: COLIANE, COLA4] COLINITAL, FRINIA ITGAS ITGER] and LAMALE] (p<0.01);
NCAN, Hasl, MMP20, TTMPI1Z and TGFBI (p-<0.03) corralated with GBM pahent survrval. In conclusion, this study
identified both established and novel ECAI melecules regulating GEM angiogenssis, suggesting NOAN and COLI7AL are
new potentizl prognostic bicmarkers for GBEM.

Keywords Extracellular matrix - Glioblastoma - Endethelial calls - Biomarkers - Prognosis

Introduction

Adult diffuze gliomas are braintumors that onginate from
ghizl cells. Theze tumeors are currently catesorized mto
three subtypes: (1) astrocytoma with mutations in the 130-
citrate dehvdrogenaze (IDH) gane; (2) ohigodendroglioma

with IDH mutations and chromesome 1p/l %g-codeletion;

E= Valaria Persira Farrar (3 GEM, which iz the mest aggressive type of glioma,
valeriaferrar@id uff o IDH wild-type followed by at least one of these charac-
Graduztion Prosram of Pathalosical Anatomy, Faculty of teristics: amplification of the EGFR gens, mutation in the
Madicine, Faderal Univerzity of Rio de Jameire, Bin de TEET promoter, and'or the concurrent gain of chrome-
Jzneire, Brazil some | and less of chromosome 10 {4+ 7/'—10}, necrosis

*  Brzin's Biemedicine Lab, Paulo Nismaver State Brain and microvasenlar proliferation [1, 2]. The median sur-
Institute, Rio de Janeire, Brazil ’ vival time after GBI diagnesis is still approximately 13

1 1 sbarsiory of Celluiar and Malecular Bioloey of Tumoms, months, and the 5-year everall survival (O8] rate 1z only
Degarment of Cellular znd Maolsoular Biology, Instinue of 6.8% [3].
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