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RESUMO

HOLANDA-AFONSO, Rosenilde Carvalho de. CARACTERIZACAO DE CELULAS-
TRONCO TUMORAIS EM GLIOBLASTOMA HUMANO. Dissertacdao (Mestrado
em Ciéncias - Anatomia Patoldgica) - Instituto de Ciéncias Biomédicas -
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho - Faculdade de Medicina -
Secretaria Adjunta de Pdés-Graduacao - Programa de Pds-Graduacao em
Anatomia Patoldgica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2011.

Em diversos tumores humanos tém sido identificadas subpopulagdes
celulares que por divisdo assimétrica dao origem a células com capacidade de
auto-renovacao e que dao inicio a tumores. Estas subpopulacbes sao
denominadas  células-tronco  tumorais. Os glioblastomas apresentam
subpopulacoes celulares com estas propriedades. Neste trabalho, utilizamos uma
linhagem tumoral estabelecida em nosso laboratério a partir de um glioblastoma
humano histologicamente caracterizado, a linhagem GBM95. Estas células exibem
um padrdo de marcagao antigénica indicando a presenca de subpopulacbes de
células de origem astrocitaria, reconhecidas pelo anticorpo para a proteina
citoesqueletal especifica GFAP, e subpopulacdes marcadas com o anticorpo para a
proteina citoesqueletal Nestina, tipica de células precursoras. Estas observagoes
nos levaram a crer que a presenga de células tipo tronco, localizadas no interior
da massa celular total, pudessem ser responsaveis pela manutencdo de
caracteristica tumoral de uma subpopulacao celular que mantem o tumor. Nossos
resultados foram obtidos a partir de cultura de células de GBM e delas isolamos
uma subpopulacao celular capaz de se apresentar como oncosfera e reproduzir a
formacao de tumor se xenotransplantada em encéfalos de camundongos por
estereotaxia. Tais células, foram caracterizadas por imunocitoquimica in locu e
apos transplante, por marcadores de células tronco, como nestina, CD 133,
SSEA4, TRA1-60, SOX1, SOX2 e Oct-3/4. Os achados de células-tronco foram
caracterizados também por eletroforese seguida de western blotting. Assim,
parece possivel sugerir a presenca de células no interior do glioblastoma humano
com propriedades tronco tumorais. Entretanto, ainda nao podemos dizer que a
propriedade tronco € uma prerrogativa de uma dada subpopulagdo celular
tumoral ou um estado de derivacdo tumoral das células do tumor sob
interferéncia do parénquima cerebral. Este trabalho abre o interesse para tal

investigagao.
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ABSTRACT

HOLANDA-AFONSO, Rosenilde Carvalho de. CHARACTERIZATION OF
TUMOR STEM CELLS IN HUMAN GLIOBLASTOMA. Dissertagéo

(Mestrado em Ciéncias - Anatomia Patoldogica) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas - Hospital Universitario Clementino Fraga Filho - Faculdade de
Medicina - Secretaria Adjunta de Pos-Graduacdao - Programa de POs-

Graduacdao em Anatomia Patoldgica, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2011.

Human tumors have been characterized to have subpopulations of cells
that perform asymmetric division that give rise to a cohort that is self-
renewable and another that initiate tumors. These subpopulations are tumor
stem cells (CTT) and have been identified in glioblastomas. In the present
work we studied a tumoral cell line established in our laboratory (GBM95)
from a histologically characterized human glioblastoma. When labeled by
immunocytochemical markers, a subpopulation of this lineage show astrocitic
origin (labeled for GFAP) whereas other subpopulation is labeled with Nestin,
typical of precursors cell. This pattern of labeling led us to hypothesize the
presence of stem-like cells located within the total cell mass, that could be
responsible for maintaining the tumoral characteristics for a tumor cells
subpopulation that keeps the tumor. Our results were obtained from culture of
GBM cells, of which we isolate a cell subpopulation able to present self-renew
as oncosfera and reproduce the formation of tumor xenografts in the brains of
mice by stereotaxy. These cells were characterized by immunocytochemistry
in locus after transplant, stem cell markers such as nestin, CD 133, SSEA4,
TRA1-60, SOX1, SOX2 and Oct-3 / 4. The findings stem cells were also
characterized by electrophoresis followed by western blotting.This data
suggests the presence of precursor cells inside the human glioblastoma.
However we cannot yet conclude if this stem-cell property is an intrinsic
characteristic of a certain subpopulation or a temporary status driven by brain

parenchyma.
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1. INTRODUCAO




Introducao

Consideracdes Gerais

O sistema nervoso central (SNC) é constituido por neurénios e células

gliais ou neuroglia (Fig. 1) as quais desempenham importante papel no
suporte e atividade neural, nutricao, defesa do tecido nervoso, bem como na
formacdo de circuitos neurais. Ao recobrirem o neur6nio, as células gliais
(oligodendrocitos) impedem que haja propagacdo desordenada de impulsos
nervosos, induzindo circuitos neurais independentes. As células gliais, como os
astrocitos, intervém no crescimento dos dendritos e ax6nios e facilitam a
formagao de sinapses funcionais. Estas células, em mamiferos, por exemplo,
sao denominadas macroglia e diferem em forma e funcdo. Ja a microglia
corresponde a populagao glial e, como descrita por Pio Del Rio Ortega
(Espanha, 1882-1945), apresenta como uma de suas fungdes a macrofagia,
que significa eliminar dentritos celulares, movendo-se, por exemplo, para as

regides do cérebro onde haja lesao celular.

/
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Figura 1. Células neurais. Desenho de Vitéria Basile Carballo.
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Introducdo

Astrocitos s3o células de formato estrelado que apresentam feixes de
filamentos intermediarios constituidos pela proteina acida fibrilar glial (GFAP).
Existem astrécitos fibrosos (encontrados na substancia branca) associados aos
axonios e astrocitos protoplasmaticos (encontrados na substancia cinzenta)
associados aos corpos celulares de neurb6nios (Miller and Raff, 1984).
Enquanto células do SNC, os astrdcitos desempenham varias fungdes tais
como: 1) interacdao via matriz-extracelular, ou por troca de fatores tréficos,
como os fatores de crescimento, com outras células do cérebro; 2) suporte
metabdlico no cérebro, disponibilizando nutrientes, metabolizando glicose para
producao de energia, convertendo neurotransmissor glutamato em aminoacido
glutamina e o disponibilizando para neurbnios o converterem outra vez no
neurotransmissor glutamina e; 3) participando da barreira hemato-encefalica
que protege o cérebro (Privat, 2003; Slezak and Pfrieger, 2003; Schousboe et
al., 2004; Ullian et al., 2004), embora nao seja de fato seu constituinte.

Estas células contribuem para a homeostase cerebral participando
também da regulacdo de diversas atividades neuronais, devido a sua
capacidade de influenciar na sua sobrevivéncia, controlando constituintes do
meio extracelular, absorvendo excessos de neurotransmissores, sintetizando
moléculas neuroativas que sdao fundamentais para transmissao sinaptica, uma
vez que envolvem a fenda e nela depositam seus fatores tréficos e derivados
metabdlicos. Assim ele é o elemento tripartite da sinapse entre dois neurbnios
(Allen and Barres, 2009; Stipursky et al., 2011).

Ependimdcitos ou células ependimarias revestem os ventriculos

cerebrais e também o canal central da medula espinhal. Algumas destas
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células ependimarias, modificadas sdao responsaveis pela construcdo dos
plexos cordideos, que produzem o liquido cefalorraquidiano (Moura Neto, V.,
2008) e selecionar moléculas que permeando a barreira hemato-encefalica
entrardo no cérebro, disponiveis as outras células do sistema nervoso.
Ependimécitos e mesmo células do plexo cordide podem ser neurogénicas,
representando um depositario importante de células tronco no cérebro.
(Johansson et al., 1999).

Oligodendrocitos sdo células constituintes da produgdo da bainha de
mielina, membranas ricas em lipideos, que envolvem os axonios. Estas sao
essenciais para a comunicacdo entre neurdnios e seus alvos pois servem como
um isolante elétrico no SNC. No sistema nervoso periférico (SNP) as células
que tém esta funcdo sao as células de Schwann (Bradl and Lassmann, 2010),
as quais podem numa fase muito precoce da diferenciacao mostrar marcagao
para GFAP como os astrécitos, mas que perdem a expressao desta proteina
quando completamente diferenciadas. As células de Schwann também estdo
presentes nos plexos neurais do pancreas e ai parecem ter um papel
importante na diabetes.

Microglia, as menores células da neurdglia, como o nome ja indica, sao
células progenitoras derivadas do sangue. Elas representam o sistema
mononuclear fagocitario que atua na defesa do SNC, participando também da
inflamacgdo e reparacdo. Além disso, estas células secretam diversas citocinas
reguladoras do processo imununoldgico, e também estdo implicadas no
remodelamento sindptico durante o desenvolvimento do SNC, quando sao

responsaveis pela eliminacao de conexdes sinapticas inapropriadas através da
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fagocitose (Mallat and Chamak, 1994; Lima et al., 2001; Kim and de Vellis,
2005; Soulet and Rivest, 2008).

Durante varios anos, grande parte dos neuroanatomistas acreditou que
o SNC fosse estatico, incapaz de se regenerar. Apenas uns poucos defendiam
a possibilidade da neurogénese na fase adulta. Recentemente, com o avango
tecnoldgico tornou-se evidente que neurdnios nascem continuamente na fase
adulta, principalmente, em duas regidoes do cérebro: a zona subventricular
(ZSV), presente na periferia do terceiro ventriculo e a zona subgranular
(ZSG), presente no hipocampo. Em sucessivas pesquisas, nos ultimos anos,
varios artigos de diferentes equipes vém evidenciando, cada vez mais, a
capacidade de células da substancia branca do encéfalo adulto abrigarem uma
subpopulacao de células progenitoras gliais além de um outro grupo de
células, os progenitores multipotentes com capacidade de realizar
neurogénese que € o processo de formagao de novos neurdnios e células da

glia no cérebro (Nunes et al., 2003; Dirks, 2010) .

Em mamiferos o cértex cerebral parece ser originado a partir de células-
tronco neurais (CTN). Estas células dao origem a neurOnios e células gliais
durante o desenvolvimento e parecem estar diretamente envolvidas na

regeneragao do cérebro adulto. Mantém-se em microambientes (nichos), onde

se auto-renovam, ao mesmo tempo que regulam a divisdo assimétrica
envolvida com o comprometimento de diferenciacao celular (Alvarez-Buylla
and Lim, 2004; Garcion et al., 2004; Shen et al., 2008). Suas caracteristicas
(auto-renovacao e diferenciacao), favorecem mutagoes, alvos ideais a danos

potencialmente cancerigenos, que podem ser transferidos para a descendéncia
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que se auto-renova e para os progenitores. Neste sentido, vale a pena indicar
que células de origem glial, principalmente astrdcitos, podem transformar-se
em gliomas, numa tumorigénese com diferentes graus de malignidade

(Hildebrand, 1997).

1.1 GLIOMAS

Gliomas s3o tumores que se originam no cérebro decorrentes do

crescimento anormal de células da glia. Estes tumores histologicamente sdo
heterogéneos, apresentando variados graus de pleomorfismo celular e
nuclear, atividade mitética, proliferacdo vascular e necrose (Huang et al.,
2000). Entre os tumores sdlidos do SNC, os gliomas sdo os que apresentam
maiores taxas de invasividade e proliferacdo, resisténcia a quimio e
radioterapias, e elevados indices de recorréncia e morte. A incidéncia destes
tumores varia entre 5-10/100.000 pessoas na populagcao geral, por ano.
Manifestam-se em qualquer idade, porém, afetam principalmente adultos
entre 45 a 70 anos, sem preferéncia de sexo e dependendo da parte afetada
do cérebro, podem causar aumento da pressao intracraniana o que resulta em
dores de cabega e disturbios de nervos cranianos. Os gliomas de alto grau
apresentam altas taxas de proliferagao, crescimento infiltrativo e focos de
necrose (VandenBerg, 1992; Legler et al., 1999; Kleihues and Sobin, 2000;
Sanai et al., 2005; Louis et al., 2007). Mesclam-se discretamente com o
tecido nervoso em volta, com limites imprecisos, sendo dificil delimita-lo,
portanto, é praticamente impossivel fazer a remocao completa do tumor o que
poderia levar a lesdao cerebral. Podem se apresentar como tumores multifocais

ou tumores bilaterais que cruzam pelo corpo caloso, com o tipico aspecto em
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asa de borboleta (Pietsch and Wiestler, 1997) Originam-se da malignizacao de
um astrocitoma difuso ja existente ou iniciam-se como tumor de alto grau. Os
principais sintomas estdo relacionados a hipertensao intracraniana e sao:
vOmitos em jato, edema, cefaléia, distlrbios visuais, podendo também
apresentar crises convulsivas. Normalmente, a lesdo € uma massa volumosa
rodeada por edema e pode ser suficientemente grave para causar hérnia. O
tumor tipicamente envolve a substancia branca e pode se espalhar pelo corpo
caloso, acometendo ambos os hemisférios (DeAngelis, 2001). (Ver Fig.9A e B,
de GBM95).

A classificacgao de tumores do SNC, mais aceita e difundida
mundialmente foi elaborada e atualizada recentemente, em sua 42. edicao,
pela Organizacdao Mundial da Saude (OMS) (Louis et al., 2007; Pytel and
Lukas, 2009). A classificacdo dos gliomas baseia-se na origem histoldgica e
grau de malignidade, caracterizando-os em: astrocitomas, oligodendrogliomas
e tumores com caracteristicas ambiguas, os oligoastrocitomas. Os gliomas sao
subdivididos em pilociticos (grau I), astrocitomas difuso (grau II), anaplasicos
(grau III) e glioblastomas (grau IV). O glioblastoma (GBM) é o mais comum e
agressivo tumor cerebral maligno de linhagem astrocitica. Corresponde a 50%
dos tumores gliais e 15% dos tumores intracranianos, e em adultos é
caracterizado por alta mortalidade (VandenBerg, 1992; Kleihues et al., 1993;
Kanu et al., 2009). Em sua forma primaria, este tumor, invade o parénquima
cerebral normal, ocorrendo em pacientes mais idosos e sem histérico anterior
de glioma. A forma secunddria do GBM é observada em pacientes mais
jovens, que inicialmente apresentaram um astrocitoma de grau II ou III, de
desenvolvimento mais lento (Liberski and Kordek, 1997; Kleihues and Ohgaki,
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1999) ou, pode ser diagnosticado como GBM primario ou “de novo” quando
nao se identifica nenhuma lesdao precursora da qual o GBM tenha se
desenvolvido (Kleihues and Sobin, 2000; Maher et al., 2001). Existem
evidéncias de que GBM primario e GBM secundario constituem entidades
diferentes, as quais evoluem através de vias distintas, afetam pacientes em
idades diferentes e, provavelmente diferem na resposta terapéutica (Kleihues

and Ohgaki, 1999).

Embora a classificagdao da OMS para estes tumores seja bem aceita pela
comunidade cientifica, existem algumas discordancias entre patologistas,
principalmente em relacao a subjetividade de seus critérios, a predominancia
do tipo celular e a densidade celular. Em vista disto, a Dra. Catherine
Daumas-Duport e seus colaboradores do Hopital Sainte-Anne, Paris, sugerem
outra classificagao para os gliomas, denominada inicialmente classificacao
Sainte-Anne (Daumas-Duport et al., 2000a, b) (Figura 2). Ela é baseada
principalmente na andlise de bidpsias associada as técnicas de imagem que
evidenciam o tumor, sua localizacdao encefdlica, propriedade de contraste
(ressonancia magnética ou tomografia computadorizada) e ainda ao historico
do paciente. Um dos gliomas de classificacdo mais contraditéria, entre aquela
da OMS e a do Sainte-Anne, € o oligodendroglioma. Para a Dra. Daumas-
Duport, os oligodendrogliomas podem ser classificados de acordo com 2
parametros: 1) em funcao da migracdo e, 2) em funcdo de boa andlise do
parénquima. Foi também a equipe Daumas-Duport, que classificou em 1988, o
tumor neuroepitelial disembrioplasico (DNT), tumor que aparece, sobretudo
em cérebro de jovens. Mais recentemente, em 2004, uma nova entidade,

ainda um glioma, é descrita por ela, baseada na analise da imagem do tumor,
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dados do paciente e exame histolégico. De acordo com esta classificacdo, o
glioblastoma apresenta células expressando neurofilamento (NF), uma
proteina de citoesqueleto tipica de neurdnios que pode colocalizar com GFAP,
sinalizando um possivel potencial de células pluripotentes nestes tumores.
Eles foram entdo denominados Tumores Glio-Neuronais Malignos (TGNMs)
(Varlet et al., 2004). Os TGNMs abrangem alguns tumores classificados como
astrocitoma grau III e grau IV (GBM) na classificacdo proposta pela OMS e sao

letais apds, aproximadamente, 3 (trés) anos.

Classificacoes de gliomas difusos baseadas na OMS/Sainte-Anne.

Gliomas Gliomas

« Tumores astrocitarios Oligodendroglioma A ou B

Astrocitomas graus(I - IV)

Oligoastrocitoma A ou B
«  Tumores Oligodendrogliais

« Gliomas mistos: Glioblastomas

Oligoastrocitomas

Figura 2. Adaptado de Louis, et al., (2007).

Os tumores solidos dependem de angiogénese, mecanismo de
crescimento de novos vasos sanguineos a partir dos ja existentes. Este
processo acontece durante o desenvolvimento e na fase adulta, em processos
normais de cicatrizacao de feridas, no ciclo reprodutivo feminino, assim como

em processos patoldgicos no desenvolvimento e progressao de tumores
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sdlidos (Folkman and Shing, 1992; Wen, 2009; Iwamoto and Fine, 2010;
Stupp and Weller, 2010; Alves et al., 2011).

Dentre os tumores sdlidos, o GBM é um dos mais vascularizados, porém,
0os mecanismos de progressao destes tumores ainda permanecem nao
elucidados. A compreensao dos complexos mecanismos moleculares
envolvidos na formacdo de novos vasos sangiineos tem sido importante para
o desenvolvimento de novas formas de tratamento dessas neoplasias (Kirsch
et al., 2000). O tratamento dos tumores cerebrais, especialmente dos
gliomas, ainda é um desafio, pois, apesar de todos os tratamentos disponiveis,
e do grande avanco tecnoldgico na area da neurooncologia, os resultados nao
sao satisfatdrios (Dominguez-Bendala and Ricordi, 2003).

A receptividade do ambiente parenquimatoso a formagdo do tumor, vem
sendo estudada desde 1889 (Stephen Paget). Células neoplasicas, proliferam
gerando o volume tumoral e algumas delas ganham uma via de disseminacao,
percorrendo caminhos tracados por vasos sanguineos e que vao formar, em
um local distante, uma nova lesdao tumoral, sem continuidade entre as duas.
Isto implica que estas células encontraram um novo ambiente, propicio para a
formacdao de uma nova col6nia neoplasica (Clarke and Becker, 2006). A
formacdo tumoral por metastase, é sinal de malignidade. No SNC ainda é
possivel encontrar tumores nao gliais, ou seja, aqueles formados fora deste
tecido que ao chegarem ao SNC, constituem focos metastaticos que crescem
como massas arrendondadas com bordas bem delimitadas (Kleihues and
Sobin, 2000). Em geral, tumores que sao capazes de fazer metastases sao os
mais agressivos, mais invasivos e com maiores taxas mitéticas. Tumores que
frequentemente fazem metdstases para o cérebro sdo: os tumores de mama,
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de pulmdo, os melanomas malignos e neoplasias hematopoiéticas (leucemias
e linfomas). Os gliomas, diferentemente de outros tumores soélidos, raramente
fazem metastases fora do SNC, portanto o grau histopatolégico é o
determinante do progndstico (Maher et al., 2001). Baseados na hipdtese de
Paget 1889, ndés acreditamos que, também para o glioma, o microambiente
cerebral, definido pelo parénquima facilita a instalacdo do tumor e sua

progressao.

J. Folkman em um artigo fundamental propde que o crescimento de um
tumor depende da angiogénese (1971). Seus estudos sobre a angiogénese
contribuiram para o conhecimento do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), molécula chave na formacdo dos vasos sanguineos normais e
tumorais. VEGF é responsavel pelo recrutamento de células endoteliais na
formagao de novos vasos sanguineos. Ele e seu receptor, VEGFR, sdo alvos
de ensaios terapéuticos (Wen, 2009; Iwamoto and Fine, 2010; Stupp and

Weller, 2010).

Até o momento, o tratamento mais indicado ainda é a resseccdo, da
maior parte da massa tumoral, seguido de quimioterapia (temozolomida) e
radioterapia (Minniti et al., 2010). Entretanto, a natureza infiltrativa difusa das
células neoplasicas no cérebro limita a eficacia das terapias focais e, o
tratamento por resseccao cirurgica ou radioterapia torna-se extremamente
dificil. Desse modo, a maioria dos pacientes desenvolve recidiva tumoral ou
progressao apos esta combinacdo de tratamentos, levando a um mau
prognostico para o paciente. A sobrevida média para um paciente com GBM

a partir do diagndstico é de menos de um ano, e apenas cerca de 5% dos
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pacientes sobrevivem cinco anos (Kumar et al., 2008; Yang and Aghi, 2009).
Enquanto os sintomas neuroldgicos resultantes do desenvolvimento dos
gliomas dependem basicamente do sitio do tumor no SNC e seu tamanho, a
duracao da histdria do paciente e a chance de uma sobrevida mais longa e
sem recorréncias, estdo associadas a biologia intrinseca da neoplasia.
Indicadores significativos desta neoplasia estao relacionados a caracteristicas
histopatoldgicas tais como celularidade, atipia nuclear, atividade mitodtica,
proliferacao microvascular e necrose (Kleihues et al., 1995; Kleihues et al.,
2002), fazendo com que a doenca progrida rapidamente, mesmo com a
utilizagdo de terapéutica intensiva como: extensao da resseccdao do tumor, uso
de radioterapia e quimioterapia (Ammirati et al., 1987; Burger and Green,
1987; Leibel et al., 1994; Lesser and Grossman, 1994; Salmon et al., 1994;
Sneed et al., 1995). Apesar dos avancos diagndsticos, terapéuticos e técnicas
modernas para decifrar a biologia tumoral, a taxa de sobrevida de pacientes
acometidos por gliomas ndao mudou nas ultimas trés décadas. Como os GBMs
apresentam muitas variacdoes genéticas que afetam a resposta aos diferentes
tratamentos, mais pesquisas ainda serao necessarias para desenvolvimento de
novos farmacos anticancer, com novos mecanismos de agao, que possam inibir
o rapido crescimento do tumor, pois até entdao nenhum deles ¢, em Uultima
anadlise, eficiente (Barnholtz-Sloan et al., 2003; Laws et al., 2003; Kumar et

al., 2008; Yang and Aghi, 2009). (Figura 3).
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Astrocitomas de Astrocitoma 7

Sobrevida 5-10 anos 2-3 anos 9-12 meses
Proliferagio +/- A+ o= o
Invasividade ++ ++ +4++
Angingénese - — +++
Necrosa - = +++
Sensibilidade a radioterapia - ++ —

Figura 3. Caracteristicas dos diferentes tipos de Astrocitamas. Adaptado de Maher et al., (2001)

Além de caracteristicas histoldgicas, os GBMs também podem ser
caracterizados e classificados de acordo com marcadores moleculares que os
diferem quanto a seu grau de malignidade e invasividade (Pilkington, 1994).
Por serem tumores muito heterogéneos, existe uma controvérsia nessa
classificagdo mostrando que algumas propriedades tumorais como a
angiogénese e a capacidade proliferativa e invasiva podem ser extremamente
distintas entre células presentes no interior da massa tumoral e da periferia
(Daumas-Duport et al., 2000a). A expressdo de algumas proteinas de
filamento intermediario como a Proteina Acidica Fibrilar Glial (GFAP), a Nestina
e a Vimentina, marcadores classicos de indiferenciacdo celular, estdo
relacionadas com o poder de invasividade e malignidade dos glioblastomas,
podendo ser utilizadas no futuro como marcadores para identificar e graduar
estes tipos tumorais, aplicando um método clinico distinto para cada paciente
(Rutka et al., 1999).

Outras proteinas, que nao as do citoesqueleto, também estao
claramente envolvidas no processo de malignizacao dos glioblastomas. Dentre

elas, destacam-se alguns fatores solUveis que podem ser liberados no meio
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extracelular atuando de forma autdcrina/paracrina no processo de
malignizacdo, levando a uma ativacdo exacerbada de algumas vias de
transducao de sinal intracelular. Os fatores que sao encontrados super-
expressos com mais frequéncia sao o Fator de Crescimento de Fibrolasto 2
(FGF2), o Fator Neurotroéfico Ciliar (CNTF), o Fator de Crescimento Derivado
de Plaquetas (PDGF), o Fator de Crescimento Transformante B (TGF- B), o
Fator Inibitorio de Leucemia (LIF) e o Fator de Crescimento Endotelial Vascular
(VEGF) (di Tomaso et al., 2009; Loilome et al., 2009; Penuelas et al., 2009).
As vias intracelulares que estdo muito ativadas devido a liberacdo massiva
destes fatores correspondem aquelas responsaveis pela sobrevivéncia,
progressao, e propriedades tumorais: habilidade de se aderir a matriz
extracelular (MEC) (Liota et al., 1986; Tysnes et al., 1999).

A ineficacia dos tratamentos, as frequentes progressdoes ou recidivas
tumorais e o mau prognéstico dos pacientes com gliomas malignos continuam
preocupando os que estao tentando identificar os fatores que mais afetam a
doenca (Kumar et al., 2008). Fatores estes que possam melhorar as taxas de
resposta e dar maior qualidade de vida. Estes estudos estao sendo estendidos
a pacientes recentemente diagnosticados (Stupp and Weller, 2010). O alvo
mais utilizado no momento, que em 2009 ocasionou o0 renascimento da neuro-
oncologia (Weller et al., 2010) é a inibicdo da angiogénese, com uso do
medicamento Avastin (Bevacizumab), um anticorpo contra o fator de
crescimento endotelial vascular, que demonstrou atividade significativa em
glioblastomas recorrentes, produzindo taxas de resposta de 26-40% e
prolongando a sobrevida de 6 meses sem progressao para 36-50% (Norden et
al., 2008; Wen, 2009; Iwamoto and Fine, 2010)).
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A combinacao de dois ou mais medicamentos, com propriedades
diferentes, e/ou procedimentos usados em associacdo, atuam melhor sobre
diferentes partes do processo da doenca, estimulando o organismo a lutar
contra o cancer. Por exemplo, a combinacdo de Temozolomida um agente
alquilante, cuja acdo basica é intoxicar no organismo qualquer tecido de
proliferacdo rapida, que tenha como caracteristicas um elevado indice mitético
e ciclo celular curto incluindo as células tumorais, quando administrado
durante a radioterapia seguida de temozolomida adjuvante sistémica,
recentemente, demonstrou uma modesta melhora que pode vir a ser
significativa na sobrevida global de pacientes recentemente diagnosticados
com GBM (Reardon et al., 2006; Dresemann, 2010). E ainda Cilengitide, o
inibidor de integrina mais avancado e especifico em oncologia, com baixa
toxicidade. Este, em ensaios clinicos, vem mostrando que sua adicdo
concomitante e adjuvante a quimioterapia é uma promissora atividade
antitumoral em paciente com glioblastoma (Maurer et al., 2009; Stupp and

Weller, 2010; Weller et al., 2010).

A origem celular dos glioblastomas tem sido bastante estudada. Ainda
nao foi possivel demonstrar diretamente que tipo de célula da origem aos
diferentes tipos de gliomas humanos. Tanto podem derivar de uma populagao
de células progenitoras do SNC, como de células adultas que sofrem mutacdes
e conseqlientes anormalidades nas vias de sinalizacdo, levando as células a
apresentarem um fenoétipo indiferenciado (Holland, 2001a). No modelo da
dediferenciacdo, os gliomas parecem originar-se de astrécitos saudaveis, que
sob condicdes criticas, dediferenciam-se em gliomas de baixo grau de

malignidade, e vao progredindo até gliomas altamente malignos (Kleihues et
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al., 1995; Kleihues et al., 2002) (Figura 4). A presenca de nestina vem sendo
utilizada como fator progndstico de malignidade destes tumores: quanto maior
o numero de células expressando nestina, maior a agressividade deste tumor

(Strojnik et al., 2007). Porém, a origem celular exata para tumores cerebrais

ainda ndo foi definida (Visvader, 2011).
Astrécito diferenciado

Astrocitoma Grau L
pilocitico \
As‘rr‘gcﬁromﬂ Grau TT
difuso
¥
Astrocitoma
anapldsico
Glioblastoma Glioblastoma
secunddrio primdrio

Grau ITT

Grau IV

Figura 4. Esquema da teoria de dediferenciacao de Astrocitomas
Progressdao maligna de astrocitoma humano (do grau I ao grau IV)
segundo classificacdo da OMS (Kleihues et al., 1995). A gradacdao dos

tons de cinza no retadngulo a direita representa a progressdo da
malignidade dos tumores.

Embora a origem celular dos tumores continue indefinida, desde o
século XIX cientistas vém sinalizando a existéncia de um pequeno grupo de

células com propriedades tronco, que podem ser a origem destes tumores

(Cohnheim, 1867; Durante, 1874; Cohnheim, 1875 apud (Sell, 2004)).
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1.2. CELULAS-TRONCO

S30 células indiferenciadas que possuem capacidade de se dividir

dando origem a outras células semelhantes as progenitoras. Estas células
apresentam duas propriedades que as diferenciam das demais. Primeiro, nao
estdo comprometidas com nenhuma fungao especializada, e podem se renovar
através da divisao celular. Além disso, sob determinadas condigdes fisioldgicas
ou experimentais sao capazes de se diferenciar em qualquer tipo celular, com
fungbes especificas. Outra particularidade das células-tronco é a auto-
renovacao, ou seja, podem gerar copias idénticas delas mesmas por divisdo
simétrica. A biologia celular vem divulgando, nos ultimos tempos uma nova
definicdo para um tipo de mitose chamada assimétrica, o que significa que
uma célula com caracteristicas especiais, tronco, ao se dividir, origina uma
célula-tronco semelhante a original e outra progenitora com capacidade
limitada de se diferenciar (Guia de células-tronco, 2008) (Figura 5). E, é por
esta razao que na fase adulta, o organismo reserva nichos de células com
caracteristicas pluripotentes, ou seja, de células-tronco. Estas células-tronco
se originam durante o desenvolvimento do organismo com potencial para
gerar qualquer outra célula. Além disso, participam da manutencao dos
tecidos e da regeneracao apds injuria (Sowaimel & Parry, 2008(Berger et al.,

2004).
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S Torpoiense Figura 5. Divisdo Assimétrica de células-tronco.
Células totipotentes (centro superior) como um ovo recém-
fecundado, tém o maior potencial bioldgico. Células-tronco
pluripotentes (Centro), tais como células-tronco
A o oaco embrionarias, tém excelente potencial, mas um pouco menor.
9§ Plucipotente Células-tronco multipotentes (inferior esquerdo), como as

células-tronco hematopoiéticas, sdo capazes de se diferenciar
\ em varios tipos de células relacionadas. Células-tronco
0 o Unipotentes (inferior direito) normalmente s6 podem se
diferenciar em um tipo de tecido. Reproduzido do Guia de
Céula-tronco Outeas Céula-troacs ’
Hemstopoidt c i células-tronco, 2008.

Sdo varios os tipos de células-tronco: Totipotentes ou embrionarias
(Figura 6) - capazes de formar o individuo por inteiro; Pluripotentes -
podem produzir todos os tipos celulares do organismo; Multipotentes -
podem originar células de varias linhagens; Oligopotentes - produzem
células de uma unica linhagem; Unipotentes - s6 podem dar origem a um
unico tipo celular maduro, do tecido ao qual pertence (Sowaimel & Parry,

2008; (Fernandes et al., 2010).

Tanto as células totipotentes quanto as pluripotentes sao células-tronco,
capazes de produzir o maior nUmero de tipos celulares de um organismo. Na
fase embriondria, serdao células-tronco embrionarias (pluripotentes), uma
célula pode contribuir para formacao de todas as células e tecidos do
organismo. Aquelas que permanecem pluripotentes até a fase adulta sao as
células-tronco adultas (multipotentes), que podem vir a originar qualquer tipo
do celular organismo. O principal papel das células-tronco adultas dentro de

um organismo vivo é manter e reparar o tecido no qual elas se encontram.
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Figura 6. Origem, isolamento e especializacao das células-tronco
(Adaptado de Chaudry, 2004).
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1.2.1. CELULAS-TRONCO TUMORAIS

Recentemente, as investigacdes giram em torno dos tumores cerebrais,

que ao nivel celular, normalmente sdo muito heterogéneos, parecendo ter
subpopulacdes de células que funcionalmente se comportam como células-
tronco (CT) (Dirks, 2010). A “teoria de células-tronco tumorais” (CTT) sugere
que uma terapia eficaz contra a auto-renovacao das células tumorais, que é o
apice de uma hierarquia de linhagem, poderia erradicar a capacidade de
crescimento prolongado do tumor (Korkaya and Wicha, 2007). As recentes
andlises sobre as CTTs tém revolucionado os conceitos acerca da evolucgdo
tumoral, fornecendo uma nova visao bioldgica em relacdo ao tumor cerebral,
sua origem celular e seus mecanismos de crescimento, também favorecendo
novas abordagens para o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes.
Porém, o estudo das CTTs cerebrais ainda € muito recente e ha muito a ser
aprendido antes que essas novas idéias sejam traduzidas em novas terapias
(Dirks, 2010).

A presenca de células-tronco no encéfalo, associadas a existéncia de
variantes de glioma, como oligoastrocitomas e gliosarcomas, que contém tipos
celulares distintos dentro do mesmo tumor, sugerem que as células-tronco
neurais possam ser o alvo inicial da gliomagénese. Outra hipdtese é a
transformacdo de células maduras, induzidas a se diferenciar em resposta a
mutacdes genéticas (Holland, 2001b; Merlo, 2003; Shih and Holland, 2004).
Uma hipdétese muito defendida recentemente é a de que tumores em geral e
gliomas em especial podem originar novas células-tronco (auto-renovacao) e

células pré-cancerosas (Berger et al., 2004).
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No modelo de células-tronco tumorais (Figura 7A), tanto o crescimento
do tumor como o desenvolvimento normal do tecido, dependem
exclusivamente de raras células dentro do tumor (Wang and Dick, 2005;
Clarke and Fuller, 2006). Nesse modelo, a heterogeneidade tumoral é
atribuida inteiramente a pouca diferenciacao de células-tronco cancerosas. Em
alternativa, vendo a Figura 7B, que pode ser chamado “"modelo de evolugao
clonal” (Campbell and Polyak, 2007), a maioria das células tumorais sdo
capazes de se auto-renovar e podem contribuir substancialmente para a
manutengdo do tumor. A heterogeneidade do tumor neste modelo € atribuida
nao sé a diferenciacdo, mas também a variacao intraclonal genética e
epigenética mais influéncias do microambiente. Nesta visdao, diferencas no
fenotipo dentro de um tumor podem refletir subclones em diferentes fases de
transformacdo neoplasica, cada um tendo um crescimento e uma vantagem
de sobrevivéncia sobre as células normais, embora em graus diferentes.
Assim, enquanto o modelo de células-tronco cancerosas é altamente
hierarquizado, com um tipo de célula Unica no apice da auto-renovacao, o
modelo de evolucao clonal atribui grande parte da variacao subclonal e
intratumoral a diferencas no perfil de mutagao, e todos, exceto as células
terminantemente diferenciadas, podem ter alguma capacidade de auto-

renovacao (Adams et al., 2008).
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Figura 7. Modelos para a natureza do crescimento tumoral.

A - No modelo de célula-tronco do cancer (CSC), apenas as CSC (ouro), que podem ser
isoladas prospectivamente por meio de marcadores de superficie (vermelho), possuem
atividade de auto-renovacdo e, portanto, representam o Unico alvo relevante para a terapia. B
- No modelo de evolucgdo clonal, uma proporgao substancial de células tumorais (ouro) podem
sustentar o seu crescimento e, portanto, a terapia deve tentar eliminar todas as células. C -
Em um modelo misto, enquanto o tumor é originalmente impulsionado principalmente por
células de um fendtipo raro (CSC1), uma mutacdo de reforco (auto-renovagao) deriva um
subclone de células diferenciadas dominante impulsionado por um fenétipo diferente (CSC2).
Em alguns tumores humanos (por exemplo, leucemia mieldide aguda (LMA), ndo CSC1 mas
CSC2 podem ser capazes de enxertar camundongos. (Reproduzido de (Adams and Strasser,
2008).

1.2.2. MARCADORES DE CELULAS-TRONCO
Células-tronco funcionam como um sistema bioldgico de manutencdo

do organismo, estando presentes desde o embrido até a morte do individuo,
se diferenciando em varios tipos de células especializadas. A caracteristica
mais importante de células-tronco é a capacidade de auto-renovacgao, ou seja,

a capacidade de viver e se dividir indefinidamente. Na fase adulta, o
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organismo mantém tecidos com nichos de células-tronco saudaveis para
manutencao da fisiologia normal do organismo. E como entender a regulagao
da pluripoténcia e a capacidade de auto-renovacao de células-tronco?

Ja foi descrito que este fendbmeno é realizado por genes que geralmente
sao reguladores da transcricao que ativam ou reprimem padrdes de expressao
génica, gerando a mudanca fenotipica vista no processo de diferenciacao das
células-tronco (Pesce and Scholer, 2001). Nesta regulacao estdo envolvidas
proteinas de filamento intermediario*, proteinas de superficie celular e fatores
de transcricdo que vém sendo identificados, dentre eles destacamos alguns
considerados importantes para este trabalho, tais como: nestina, CD 133,
SSEA4, TRA 1-60, SOX1, SOX2 e Oct-3/4.

Nestina é uma proteina de filamento intermediario, detectada em uma
grande variedade de células que se dividem durante estdgios precoces do
desenvolvimento no SNC (neuroepitélio, progenitor neural) (Hockfield and
McKay, 1985). Nestina também é expressa em muitos tipos celulares com
caracteristicas de células progenitoras, porém, sua expressao & geralmente
transitoria e ndo persiste na vida adulta. Contudo, pode vir a ser expressa
novamente no SNC em situacOes patoldgicas ou de injuria (Michalczyk and
Ziman, 2005). Ja em astrdcitos imaturos e glia radial, nestina e vimentina sao
as principais proteinas de FI, porém, com o desenvolvimento, elas vdo sendo
suprimidas na maioria dos astrécitos e substituidas pelo GFAP nas células
maduras, que é considerado um marcador da diferenciacdo astrocitaria
(Landry et al., 1990). Recentemente, nestina tem sido reconhecida como um

marcador para células endoteliais angiogénicas (Teranishi et al., 2007).

*Filamentos intermediarios (FI) sdo constituidos por proteinas fibrosas extremamente resistentes que conferem estabilidade
mecanica as células (Fuchs and Cleveland, 1998).
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AC133, também conhecida como CD133 ou Promininl (PROM1) é
uma glicoproteina transmembranar presente em mamiferos (Yin et al., 1997;
Corbeil et al., 2001). Sua funcdo, até entdao, é desconhecida, porém, células
expressando CD133 representam uma fragao do total de células que compdem
um tumor cerebral. E ainda, CD133 também é expressa em células-tronco
neurais normais de cérebro humano em desenvolvimento, sugerindo que a
célula de origem de um tumor no cérebro pode ser uma célula-tronco normal
neural (Singh et al., 2003). Estudos recentes mostram que a expressao de
CD133 é caracteristica de subpopulacdao de células-tronco em tumores glio-
neuronais malignos (TGNMs). Embora, as CD133+ e CD133- possam formar
esferas flutuantes e desenvolver recidivas tumorais apds resseccdo do tumor
cerebral, elas possuem propriedades distintas e as CD133-, por exemplo,
parecem ser resistentes a quimioterapias (Patru et al., 2010).

SSEA4, antigeno embrionario estagio 4 € membro da familia SSEAs e é
considerado  especifico de células embriondrias. Estd ligado a
pluripotencialidade sendo também expresso em células de carcinomas
humanos, células germinativas humanas, células mesenquimais e células
precoces do neuroepitélio (Kannagi et al., 1983; Draper et al., 2002). Varios
outros membros desta familia, como SSEA1/CD15, foram descrito em células-
tronco neurais (Capela and Temple, 2002). Os antigenos de superficie celular
mais comumente usados para identificar as células-tronco embrionarias sdao os
glicolipideos SSEA3 e SSEA4 e antigenos de keratan sulfato Tra-1-60 e Tra-1-
81 (Adewumi et al., 2007).

TRA 1-60 e SSEA4 sdo moléculas de superficie conhecidas como
marcadores de células estaminais embrionarias humanas e, desempenham um
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papel importante na regulacdo do desenvolvimento de células-tronco
embrionarias humanas (Barraud et al., 2007).

Factores de transcricao sao proteinas intracelulares reguladoras que
se ligam ao DNA, facilitando a ligacao entre a enzima RNA-polimerase e o
DNA, permitindo assim a transcricdo e a futura transducao de sinais
intracelulares. No entanto, muitos dos alvos coadjuvantes desses fatores de
transcricdao ndao estao bem caracterizados. Além disso, ndao se sabe se fatores
adicionais em conjunto com células-tronco estdo envolvidos no
estabelecimento e manutencao do estado de células-tronco (Wong et al.,
2011).

A familia SOX tem 11 genes descritos e SOX1 tem sua expressao
restrita ao neuroectoderma do embridgo. SOX1 esta envolvido no sistema
nervoso central no inicio do desenvolvimento (Nitta et al., 2006; Guth and
Wegner, 2008).

SOX2 é fator de transcricdo mais importante da familia SOX. E
encontrado em células-tronco embrionarias e em células neurais em estagios
iniciais do desenvolvimento (Tomioka et al., 2002). A producao de células-
tronco com pluripoténcia induzida por fatores de transcricdo, SOX2 mostrou-
se essencial ao lado de Oct-3/4. Embora estudos sustentem a atuacgao
conjunta de SOX2 e Oct-3/4, o modo como isto ocorre ainda ndao € conhecido.
Quando a expressao do gene SOX2 diminui significativamente as células se
diferenciam (Takahashi and Yamanaka, 2006).

Oct-3/4 é um fator de transcricdo, restrito a células totipotentes e
pluripotentes (Scholer et al., 1990). A expressao continua de Oct-3/4 em
células-tronco embrionarias (CTE) mantém bons niveis para a manutencdo da

Rosenilde Carvalho de Holanda Afonso Dissertacéo de Mestrado / Faculdade de Medicina — Anatomia Patologica/UFRJ 25


http://pt.wikipedia.org/wiki/DNA
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://pt.wikipedia.org/wiki/RNA-polimerase
http://pt.wikipedia.org/wiki/Transcri%C3%A7%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Tradu%C3%A7%C3%A3o
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3DSOX%2B1%2Be%2B2(wikip%25C3%25A9dia)%26hl%3Dpt-BR%26rlz%3D1R2TSHB_en%26biw%3D1280%26bih%3D535%26prmd%3Divns&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Neuroectoderm&usg=ALkJrhhmNJY07nWAYkuhAV6Go04o3AzYMQ

Introducao

pluripoténcia. Quando existe um aumento em até 50% da fungao deste fator
de transcricao havera diferenciacdo no endoderma e no mesoderma primitivo,
enquanto a diminuigdo induz a formacao de trofoectoderma concomitante com
a perda da pluripoténcia (Niwa et al., 2000). Esse gene ndo é apenas restrito
a células-tronco embrionarias e pluripotentes mas estd também implicado com
a tumorigénese (Hochedlinger et al., 2005).

Regides promotoras vinculadas em 90% a Oct4 e Sox2 também sdo
ocupadas por Nanog. A literatura sugere que Oct4, Sox2 e Nanog funcionam
em conjunto para regular uma proporgao significativa de seus genes-alvo em

células-tronco embrionarias humanas (Bydlowski et al., 2009).

Manog

Figura 8. Diagrama de Venn mostrando o nimero de genes regulados
por Sox2, Oct4 e Nanog, individualmente e em interacdo, em células
indiferenciadas. Baseado em http://jura.wi.mit.edu/young_public/hESregulation/Target_genes.html
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Objetivos

2.1. OBJETIVO (GERAL

Demonstrar a eventual presenca de células-tronco na massa tumoral da

linhagem de GBM95, um Glioblastoma humano.

2.2, OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar por imunocitoquimica a presenca de marcadores tipicos de

células-tronco como: nestina, CD 133, SSEA4, TRA1-60, SOX1, SOX2 e

Oct-3/4, em subpopulagao celular de GBM95 mantido em cultivo.

2. Verificar as propriedades “tronco” destas células-tronco tumorais,

analisando a propriedade de gerar oncoesferas e ainda tumores quando

xenotransplantados;

3. Avaliar o efeito do ambiente cerebral na diferenciacao das células-

tronco de GBM através da analise da expressdao dos marcadores acima
citados no tumor original, no tumor xenotransplantado e nas culturas de
células provenientes do GBM original e apds transplante, comparando

esses resultados;

4. Avaliar o percentual de células com propriedades tronco na massa

celular de GBM95.
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Material e Métodos

3.1. CurLTuras DE CELULAS DE GLiOBLASTOMA HUMANO

O Laboratério de Morfogénese Celular (LMC) tem estabelecido culturas

a partir de Glioblastomas humanos, ressecados pela equipe de neurocirurgia
do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF). O Glioblastoma
humano (GBM95) um destes tumores foi bem caracterizado como
glioblastoma pelo Servico de Anatomia Patoldgica do HUCFF/UFRJ]. Ele foi
estabelecido em cultura de células pelo LMC, com o devido consentimento do
Paciente. Os procedimentos experimentais usados nesta dissertagao de
Mestrado estdo de acordo com o Comité de Etica do Ministério da Salde em
Pesquisa com o registro CONEP n © 2340, de 2001. A linhagem de
glioblastoma GBMO95 utilizada foi estabelecida anteriormente durante a tese de
mestrado de Claudia Lins (1995) e caracterizada na tese de doutorado de Jane

Cristina Faria Amaral (2005).

Esta linhagem foi utilizada a partir de estoque de sua 102 passagem
congelado em nitrogénio liquido. O repique desta linhagem e seu novo
estoque para estudo permitiu que utilizassemos células em cultura até a 2032
passagem. Os procedimentos de cultura foram os mesmos indicados na tese

de doutorado citada acima e no artigo (Faria et al., 2006).

Estas células ao serem descongeladas foram rapidamente lavadas em
meio Dubelcco’s Modified Eagle Medium com suplemento F12 (DMEM-F12-
Gibco), contendo 10% de soro fetal bovino (SFB-Gibco) para retirarmos o
meio de cogelamento (SFB/10% de Dimetilsulféxido (DMSO-Sigma). Estas

células foram entdao centrifugadas a 1500rpm por 5min e ressuspensas em
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meio de DMEM-F12, sendo em seguida plaqueadas em garrafas de cultura de
25cm? ou placa de 24 pogos com laminulas de vidro, previamente revestidas
com poli-L-lisina (Sigma) e mantidas em estufa a 37°C e 5% de CO,. A cada
passagem, por tripsinizacao, as células foram armazenadas em N, liquido em
meio de congelamento e também mantidas em cultura, para posterior
utilizacdo. O meio era trocado a cada trés dias até que a cultura estivesse
perto da confluéncia e as células eram processadas para caracterizacdo por
imunocitoquimica. Em seguida, as células mantidas em placas de 24 pogos

foram fixadas com Paraformaldeido 4%.

3.2. CRESCIMENTO DE ONCOESFERAS

Células dissociadas foram semeadas em frascos de cultura de 25 cm? e

cultivadas em meio DMEM F-12. Apds confluéncia, as células foram lavadas
com PBS por 5 vezes e mantidas em meio NS34, contendo os suplementos:
N2, o qual incita o crescimento e expressao de neurbonios pds-mitéticos e
células tumorais de fendtipo neuronal; G5, estimula a proliferacdo e
diferenciacdo das células-tronco neuronais em neurdnios e astrécitos e B27,
usado para crescimento e viabilidade, a longo prazo, dos neur6nios (todos da
Invitrogen). Depois de 2 a 15 dias em cultura, a partir das células aderentes,
células comecaram a se soltar formando aglomerados. Estes foram
transferidas para outras garrafas em meio NS34, onde incialmente voltam a
aderir e em poucos dias desaderem novamente, mantendo-se em

oncoesferas. Apds centrifugacao, 2/3 deste meio era trocado semanalmente.
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3.3. KNSATIO DE INDUCAO DA DIFERENCIACAO

Oncoesferas parcialmente dissociadas foram plaqueadas em meio

DMEM-F12 sem adicao de SFB ou com 10%, em placa de 24 pogos. Em
seguida foram mantidas por 24, 48 ou 72horas na intencdo de observarmos a
diferenciacao em células astrogliais.

Fizemos o mesmo utilizando o meio Neurobasal suplementado com B27
para estimular a diferenciacdo neuronal. E, usando meio DMEM-F12
suplementado com N2 1x, FGFb 5ng/ml, PDGF AA 10ng/ml para favorecer a

diferenciacdao de oligodendrocitos.

3.4. KNSAIO DE AUTO-RENOVACAO-CLONALIDADE

Oncoesferas foram dissociadas e plaqueadas em placa de 96 pocos, na

densidade de 1 a 5 células por pogo, utilizando 100 ul de meio NS34, o qual
mantem as células em suspensao. Uma vez por semana adicionavamos 10 pl
de meio. Depois de 30/60 dias, algumas destas células, menos de 1%,
comecaram a se dividir formando oncoesferas primarias, ou seja, se auto-

renovando.

3.5. XENOTRANSPLANTES

3.5.1 Condicoes dos Animais de Laboratério

Os animais foram mantidos de acordo com as normas e diretrizes do
National Institute of Health (NIH) e autorizacdo do Comité de Etica no Uso
de Animais em Pesquisa (CEUAP) (Protocolo DAHEICB 015), em ambiente

adequadamente climatizado (Biotério com temperatura controlada e mantida
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por sistema de refrigeracdo automatica entre 25° e 30°C e ciclos de 12h de

luminosidade por dia).

3.5.2. Realizacdo dos Xenotransplantes

Os xenotransplantes foram realizados em colaboragdo com os alunos de

Iniciacao Cientifica Marcus Aguiar e Marcelo César, e com a aluna de Mestrado
Celina Garcia. Utilizando-se um aparelho para estereotaxia, as células de
GBM95 (variacoes de aproximadamente 50.000 a 100.000) eram injetadas no
cérebro de camundongos, simulando o crescimento do tumor. A técnica
consiste em: Usando coordenadas estereotaxicas, a anestesia dos animais,
fixacdo do animal ao aparelho etc., injetdvamos células da linhagem GBM95
em camundongos adultos machos, com idade em torno de 3 meses.
(Coordenadas no corpus striatum: 3mm a esquerda do Bregma e 3mm de
profundidade). O volume injetado foi de 3pl, administrados durante 40
minutos. Os animais foram anestesiados com ketamina e xilazina seguindo
protocolo padrao para pequenos roedores. Quinze dias apds a inoculagao, os
tumores foram extraidos do cérebro dos camundongos através de disseccao.
As células foram dissociadas e plaqueadas em garrafas de cultura ou em

placas de 24 pocos para posterior analise.
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3.6. IMUNOCITOQUIMICA

Para esta técnica, seguimos orientacdoes previamente descritas por

(Garcia-Abreu et al., 1995; Gomes et al., 1997; Martins et al., 1997). Células
dissociadas por tripsinizacdao e semeadas em laminulas de vidro, por um
periodo de 48h. Passado o estresse, as células foram fixadas com
paraformaldeido 4% por 20 min. para andlise de proteinas do citoesqueleto.
As células foram e permeabilizadas com Triton X-100 (Reagen) 0,2% em
tampdo fosfato salino (PBS) por 5 min., a temperatura ambiente. Apds o
bloqueio com albumina bovina de soro (Gibco) BSA/PBS 5%, as células foram
incubadas com anticorpos primarios overnight (ON) a 4°C. No dia seguinte, as
células foram lavadas com PBS e incubadas com o anticorpo secundario
especifico, conjugados com fluoresceina (FITC) ou rodamina (TR) por 1h, a
temperatura ambiente (TA). Apds este periodo as células foram lavadas com
PBS e incubadas por 5 minutos com DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole-
Sigma) para coloracdao dos nucleos. Todas as imunomarcagdes tiveram
controles negativos, ou seja, reacoes realizadas pela omissao do anticorpo
primario (Faria et al., 2006). As laminas foram observadas em microscépio de
luz Nikon TE 300 e microscopio confocal Leica TCS SP5. As areas
selecionadas de cada |édmina foram capturadas utilizando-se o software
Image-Pro Express. Os anticorpos primarios utilizados e diluicbes seguem

descritos na tabela abaixo:
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Anticorpos Primarios Fabricante Classificacao Diluicdo
BllI-tubulina Promega Monoclonal 1:1000
Miltenyi

CD133 Biotec Inc. Monoclonal 1:11
GFAP DAKO Policlonal 1:500
Nestina CHEMICON Monoclonal 1:200
IMUNOTECH Monoclonal 1:50

Neurofilamento NOVOCASTA Monoclonal 1:100
Oct-3/4 Santa Cruz Monoclonal 1:100

OLIG 2 CHEMICON Policlonal 1:1000
SSEA4 Millipore Monoclonal 1:100
SOX1 Millipore Policlonal 1:100
SOX2 Millipore Policlonal 1:100
TRA1-60 Millipore Monoclonal 1:100
Vimentina DAKO Monoclonal 1:200

Tabela 1. Lista de anticorpos primarios utilizados para realizacao de
imunocitoquimica neste trabalho.

Anticorpos
Secundarios

Fabricante

Classificacao

Diluicéo

Alexa Fluor 488

Alexa Fluor 546

Molecular Probes

Molecular Probes

IgG de camundongo

I9G de coelho

1:500

1:500

Tabela 2. Lista de anticorpos secundarios utilizados para revelacao,
por imunocitoquimica, de anticorpos primarios.
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3.7. KNSAIO ELETROFORETICOS e WESTERN BLOT
3.7.1. Extracdo de proteinas

A extracdo de proteinas totais de células de GBM foi feita a partir da

tripsinizacdo e posterior centrifugacao das células. Ao pelet celular foram
acrescentados 100pl de tampado ripa constituido de PBS; 1% NP-40; 0,5%
deoxilato de sodio; 0,1% SDS adicionado de 1pl de inibidor de protease
(Sigma). Este extrato foi homogeneizado, sendo passado algumas vezes
em seringa de 1ml com agulha de insulina (Erlich et al., 2007). Logo apds
as proteinas foram quantificadas pelo método de Bradford (Bradford,

1976).

A dosagem pelo método de Bradford consiste da quantificacdo dos
complexos formados entre o corante azul de Coomassie G-250 e as
proteinas da amostra. A ligacdo da proteina ao corante desloca a absorgao
maxima do corante de 465nm para 595nm, permitindo que sua
concentragdao possa ser lida em leitor de Elisa com absorbancia de 595nm
pela comparacdo com uma curva padrao constituida por proteina

conhecida, BSA (Sigma).

3.7.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida

O perfil protéico dos extratos celulares (20ug de proteina total) foi

analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida, na presenca de dodecil
sulfato de sdédio (SDS-PAGE), segundo o método de Laemmli (1970). O gel de

poliacrilamida consiste de gel concentrador (stacking gel, 25 mM de Tris/HCI,
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pH 6,8; 0,1% de SDS, 5% de acrilamida e 0,13% de bisacrilamida) e um gel
de separacao (running gel, 0,4mM de Tris/HCI pH8.8, 0,1% SDS, 7% de
acrilamida e 0,13% de bisacrilamida). A corrida eletroforética foi realizada a
100V, em tampao Tris-Glicina, pH 8.8 com 0,1% de SDS. Apds a corrida
eletroforética, os géis foram transferidos para membrana de fluoreto de

polivinilideno (PVDF) para posterior deteccao imunoldgica de SOX2 e Oct-3/4.

3.7.3. Transferéncia de Proteinas

Apbés a migracdo eletroforética, as proteinas foram transferidas

eletricamente para membranas de PVDF, de acordo com o método de Towbin
et al. (1979). O gel foi embebido no tampao de transferéncia (0,025 M
Tris/HCI, 0,192 mM glicina, 10% metanol) juntamente com a membrana de
PVDF. O gel foi posto em contato com a membrana e a transferéncia foi feita
em cuba apropriada, com o mesmo tampao de transferéncia descrito acima, a
4°C, 100V, por 90 minutos. Apds a transferéncia, as membranas de PVDF
foram coloridas com Vermelho de Ponceau 2% (Pharmacia), em TCA 3% para
visualizacdo das proteinas transferidas. Os sitios inespecificos foram
bloqueados numa solugcao que consiste de TBST [20 mM de Tris-HCl pH 7,6 e
137mM de cloreto de sédio com 0,1% Tween 20 (Merck)] acrescido de 5%
leite em pd desnatado, durante 1h, lavadas com TBST e incubadas com

anticorpos como descrito a seguir.
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3.7.4. Imunodeteccgio e visualizacdo de proteinas

As membranas de PVDF foram incubadas com anticorpos primarios

policlonal anti-SOX2 (Chemicon), monoclonal anti-Oct3/4 (Santa Cruz), ou
anti-a-tubulina ou anti-ciclofilina B (Promega), overnight a 4°C. A seguir,
foram realizadas novas lavagens em TBST seguidas por uma segunda
incubagao, por uma hora a temperatura ambiente, com o anticorpo secundario
anti-IgG de coelho ou camundongo conjugado a peroxidase (Invitrogen). Mais
lavagens em TBST foram feitas. Por fim, o complexo antigeno-anticorpo foi
revelado através do método de intensificacdo da quimioluminescéncia pelo
luminol (Super Signal WestPico, Synapse). O método ECL consiste
basicamente na oxidacao do luminol, reacao catalisada pela peroxidase, em
presenca de peroxido de hidrogénio. Intensificadores quimicos sustentam a
emissdo de luz do luminol, que imprime as bandas correspondentes as
proteinas imunodetectadas em filmes radiograficos. Esses filmes, entdo, foram

revelados com HC-110 (Kodak) e fixados (fixador para raio X Dental/ Kodak).

Os filmes radiograficos do Western blot para SOX2 e Oct3/4 expressos
em CTTs foram escaneados para analise densitométrica, a qual foi realizada
através do programa Image J. As bandas de SOX2 e Oct3/4 foram
mensuradas, o peso molecular aparente determinado e a intensidade do sinal
apresentada como unidades arbitrarias da densidade optica (0.D.). Os
resultados foram expressos como a relacao da O.D. das duas proteinas (SOX2
e Oct3/4) por anti-a-tubulina ou anti-Ciclofilina B, utilizada como controle de

carregamento.
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Foram analisados os filmes radiograficos de 3 ensaios feitos
independentemente. Anticorpos primarios utilizados, fabricante, classificacao,

e diluicoes, listados na tabela 3 e secundarios tabela 4.

Anticorpos Primarios Fabricante Classificacao Diluicdo
a-tubulina Promega Monoclonal 1:10.000
Ciclofilina B Promega Monoclonal 1:10.000
Oct-3/4 Santa Cruz Monoclonal 1:200
SOX2 Millipore Policlonal 1:500

Tabela 3. Lista de anticorpos primarios utilizados em Western blot.

Anticorpos Fabricante Classificacao Diluicdo
Secundarios

Goat anti-coelho Invitrogen IgG (H+L) 1:3000

Goat anti-camundongo Invitrogen lgG (H+L) 1:3000

Tabela 4. Lista de anticorpos secundarios conjugados a peroxidase
utilizados em Western blot.
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3.8. MICROSCOPIA ELETRONICA

Como a microscopia eletrénica € uma técnica que permite uma melhor

visualizacao das estruturas celulares, por seu maior poder de resolugao,
resolvemos lancar mao desta técnica, na intencdo de estudarmos agentes que
poderiam estar influenciando na morfogénese das células de GBM95. Estas
técnicas foram realizadas em colaboracao com a em colaboragao com a Mestre

Mair Medeiros e a aluna de doutorado Alice Reis.

3.8.1. PREPARO DO MATERIAL PARA MICROSCOPIA ELETRONICA

DE TRANSMISSAO E VARREDURA:

3.8.1.1. Fixacao

Apébs a confluéncia das células em garrafas, o meio de cultura foi

desprezado e as garrafas foram lavadas 2x 5min. com tampao cacodilato 0,1M
pH 7.4, para remover os debris, células nao aderidas e residuo do proprio
meio de cultura. Para fixagao, utilizamos Glutaraldeido 2%, Paraformaldeido
4% (Karnovsky) preparados com tampao cacodilato 0,1M pH 7.4. Para cada
garrafa de 25cm? utilizou-se um volume de 5ml de fixador, deixados a

temperatura ambiente por 2h e depois na geladeira por pernoite.

3.8.1.2. Pés Fixacdo

No dia seguinte, retiramos o excesso de fixador, e lavamos 3 x 5min.

com tampado cacodilato 0,1M pH 7.4, raspamos as células com um rodinho
(scraping) colocando-as em eppendorfs, e a seguir fizemos a pos fixacdo com

solucdo de Tetroxido de Osmio 1% mais ferrocianeto de potéssio 1,6% por
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20min., no escuro. Nesta etapa, o pellet torna-se bem escuro (negro). Apds
este tempo, retiramos a solugao e lavamos 3 x 5min. por centrifugacao, com

tampao cacodilato 0,1M pH 7.4.

3.8.1.3. Desidratacio

Iniciamos a desidratacao com acetona em concentragdes crescentes de

30, 50, 60, 70, 80, 90% com duas trocas a cada 7min. e mais 3 trocas de
acetona 100% a cada 7minutos. As etapas acima (Fixacao, Pés Fixacao e
Desidratacdao) sao comuns para as duas técnicas: microscopia de

Transmissao e Varredura.

3.8.2. MICROSCOPIA DE T'TRANSMISSAO
3.8.2.1. Infiltracdo de Resina

Retiramos a acetona e colocamos a mistura de epon x acetona 1:1,

overnight, no agitador. Esta mistura foi substituida por epon puro por mais ou
menos 6 a 8 horas no agitador. Apds este tempo, retiramos do eppendorf
pedacinhos do pellet com auxilio de um palito, tipo japonés, colocando-os nas
placas, bem na extremidade indicada e, com sua devida etiqueta.
Completamos o epon nas placas, retiramos as bolhas e, levamos estas placas
para uma estufa a 60°C, por 48 horas, para a completa polimerizacdo do

epon.
3.8.2.2. Desbaste e Ultramicrotomia

Quando a polimerizagao se completou, retiramos as placas da estufa e,

conseqlientemente, retiramos os blocos das placas. Entao, passamos para a
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fase de Desbaste que significa: aparar o bloco manualmente, retirando todo o
excesso de resina com uma lamina de agco, com gume unilateral, tendo auxilio
de uma lupa e, formando a figura de um trapézio, onde a base maior nao deve
ultrapassar 1,5mm e o material deve ficar bem centralizado na face deste
trapézio a ser fatiada no ultramicrétomo.

Para isto, preparamos uma navalha de vidro, num equipamento
chamado “Knife-maker” a partir de barras de vidro especiais para ME. Esta
barra de vidro, bem limpa, livre de gordura, é cortada em quadrados que sao
depois recortadas em triangulos, depois se passa uma fita isolante em um dos
angulos, formando uma cavidade (o barquinho que encheremos de agua, onde
os cortes fatiados irdao boiar) que serda vedada com esmalte. As navalhas de
vidro sdo 6timas, porém, muito frageis o que forga a substituicao freqliente
durante os cortes.

Aqui entao, comeca a ultramicrotomia. Utilizamos primeiramente a
navalha de vidro para obtencdo de cortes semifinos, aproximadamente
400nm. Colocamos o bloquinho numa peca apropriada do ultramicrétomo,
ajustando-o para que fique paralelo a navalha que também foi ajustada e teve
seu barquinho cheio de agua destilada. Aproximamos a navalha, lentamente,
e iniciamos os cortes. Com os primeiros cortes, acertarmos o bloco, e a
medida que o trapézio sai inteiro, comecamos a recolher estes cortes
(coloracao discretamente verde e rosa) que ficam flutuando no barco da
navalha, com auxilio de uma alca com fio de cobre. Os cortes sdao depositados
em gotas de agua sobre laminas extremamente limpas, que imediatamente

sao levadas a uma placa quente para que a agua evapore ajudando a
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aderéncia dos cortes nas laminas. Em seguida, coramos estes cortes com azul
de toluidina 1% diluido em solugcdo também 1% de bdrax (pinga-se uma gota
do corante sobre os cortes), estas laminas sdo colocadas sobre uma placa
quente, até que a gota comece a secar nas bordas, entdo, sao lavadas com
alcool 70%, retornando para a placa quente para secar. As laminas sao
montadas com laminulas e entellan (Merck) e observadas ao microscdpio
optico.

3.8.2.3. Cortes Ultra-finos

Para os cortes ultra-finos, utilizamos a navalha de diamante. Colocamos

0 bloco no ultramicrétomo devidamente ajustado, posicionando a faca com o
angulo de acordo com a orientacdo do fabricante. Seguindo os mesmos
procedimentos de utilizacao da faca de vidro (descritos acima), quando os
cortes comecam a sair com a face do trapézio inteira, ajustamos o
ultramicrétomo quanto a espessura dos cortes que, de acordo com o que é
chamado de “cor de interferéncia” a coloracao ideal para cortes ultrafinos
varia entre dourado, prata ou cinza. Utilizamos cortes com 70nm (coloracao
prata) entdo, a medida que o corte é feito e sai do gume da navalha aderem-
se uns aos outros formando uma fita, com auxilio de um cilio colado a um
palito, escolhemos os cortes e os recolhemos na face fosca da grade de cobre,
por ter maior aderéncia. Esta gradicula deve estar bem limpa, e para isso, sao
imersas em acido nitrico e dgua destilada. Apds o recolhimento dos cortes,
secamos a grade colocando-a sobre papel de filtro, com o lado fosco (onde

estao os cortes) voltado para cima.

Rosenilde Carvalho de Holanda Afonso Dissertacéo de Mestrado / Faculdade de Medicina — Anatomia Patol6gica/UFRJ 43



Material e Métodos

3.8.2.4. Contrastacdo

Para observar melhor a morfologia da célula, nada melhor que

aumentar seu contraste (coloracao). Entdo, usando uma placa de petri
forrada com parafilme, o acetato de uranila 5% é filtrado sobre a placa,
formando uma gota, na qual colocamos a grade com a face fosca, do material,
voltada para baixo, durante 30 minutos e, protegida de luz. Apds esse tempo,
lavamos bem a grade, com agua destilada, e secamos em papel de filtro.
Usando o mesmo procedimento, contrastamos a grade por 15 minutos em
Citrato de Chumbo, filtrado. Esta contrastacao foi realizada em uma camara
contendo pastilhas de Hidroxido de Sédio (NaOH) para evitar a precipitacao do
Chumbo, o que dificulta a visualizagcao do material. Passados 15 minutos
lavamos a grade com dagua destilada e a secamos em papel de filtro.
Guardamos em uma caixinha, apropriada, até o momento da visualizacdao ao

Microscépio Eletronico de Transmissdo (Figura 23 A e B).

3.8.3. MICROSCOPIA DE VARREDURA
3.8.3.1. Secagem

Esta etapa foi feita promovendo-se a substituicdo de acetona ou etanol

inseridos no material por CO; liquido, tendo todo cuidado com a preservagao
das estruturas, para isto, o procedimento é feito rapidamente permeabilizando
a estrutura para facilitar a penetracao de substancias fixadoras. Este método é
conhecido como ponto critico, onde, utilizou-se um aparelho especial para o
processo de passagem do CO, liquido para o estado gasoso sem formar uma

interface gas/liquido o que poderia deformar o material. Esse processo se da
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sob temperatura e pressao atmosférica determinadas. Apds esta etapa, o
material foi retirado do aparelho para ser processado na etapa seguinte

(Benchimol et al., 1996).

3.8.3.2. Evaporacdo com Ouro

O material foi cuidadosamente montado em suporte de aluminio forrado

com fita condutora dupla-face de carbono e metalizado com ouro pelo método
de “sputtering” em aparelho Balzers. A metalizagao vai impedir a penetracao
profunda dos elétrons facilitando a formarao da imagem (Figura 23 C e D).
Este material observado em microscépio eletronico de Transmissao Zeiss 900
e Varredura Jeol 5310, localizado no Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho-
UFRJ. As imagens digitais foram obtidas através do programa Sem Afore®

JEOL 3.0 Pro na resolugao de 1024 X 768 pixels.
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Resultados

4.1. CARACTERIZACAO DA LINHAGEM DE GBM95

O objetivo deste estudo foi verificar a possivel (eventual) existéncia de
células-tronco na linhagem de GBM95. Em imagem de Ressonancia
magnética do paciente (Figura 9), podemos observar os aspectos da lesao
com pouca delimitagdao do tumor (A) (seta). E em B, a lesao se mostra mais

heterogénea com foco central de necrose (seta).

Figura 9. Descricdo de GBM95. Ressonancia magnética

Cedida pelo Servico de Radiologia do HUCFF-UFR], em T1(A),
observa-se lesdao com sinal heterogéneo (seta). Seqliéncia em T2
(B) mostra lesdo heterogénea com componente central de necrose e
edema perilesional (seta).
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Em microscopia optica, por HE (Figura 9A), observamos que este tumor
apresenta intensa proliferagdo vascular (seta), atipias nucleares (ponta de seta) (C),

algumas células com mitoses atipicas sdo facilmente observadas (D).
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Figura 9A. Descricao de GBM95. Hematoxilina Eosina

Em analise por microscopia oOptica, observamos abundante

proliferacao vascular (seta), atipias nucleares (ponta de seta) (C),
varias figuras em mitose (ponta de seta) (D). Barra: 50um.
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A linhagem GBM95 foi utilizada a partir de estoque congelado em Nitrogénio liquido.

As células descongeladas foram repicadas gerando um novo estoque que nos permitiu
utilizd-las em todo o estudo. Estas células estabelecidas em cultura,
morfologicamente, em sua maioria, apresentam aspecto fibroblastico de forma
poligonal, mostrando caracteristicas astrocitarias de aspectos fibrosos como
vemos em contraste de fase na figura 10, A e B e em citoquimica mostrando
os filamentos do citoesqueleto celular revelados pela Faloidina conjugada ao
FITC, em C€C e D em menor e maior aumento exibindo a integridade

morfoldgica.

Figura 10. Aspecto morfoldgico de células de GBM 95.

Em contraste de fase, estas células apresentam morfologia com limites muitos claros A e B.
Imagens obtidas em microscopio de luz TE 300 (Nikon, Japdo). Em citoquimica, filamentos de
actina F. revelados por Faloidina € e D. Nlcleos foram corados com DAPI. Barrra: 50um e 30um.
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Em estudos feitos em nosso laboratério com Glioblastomas humanos
mostramos que suas células apresentam diferenca na marcagcao para GFAP e
Nestina o que sugere que tais células tumorais sao heterogéneas quanto a
seus estagios de diferenciacdo. Para certificar esta heterogeneidade observada
anteriormente, resolvemos verificar a presenca de caracteristicas positivas
para GFAP, onde observamos o citoesqueleto celular corado por fluorescéncia
(vermelho) e Nestina corado por fluorescéncia (verde) e nucleos corados com

DAPI (azul), figura 11 A e 11 B respectivamente.

constatamos a presenca de células marcadas para Vimentina.

A

Rosenilde Carvalho de Holanda Afonso

Figura 11. Caracterizacao
das células de GBM 95.

Em (A) GFAP para certificar a
populacao celular astrocitaria,
em (B) Nestina, também
observamos a expressao de
Vimentina (C). Ndcleos
foram corados com DAPI.
Barra: 30 um.
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Confirmada a presenca de células indiferenciadas, usamos outros
marcadores como na figura 12, SOX2 fator de transcricao que como outros,
lideram a superexpressao dos genes que levam a indiferenciacdo e
manutencao da pluripotencialidade (A) células coradas em vermelho. Nestina,
marcador de células indiferenciadas (B), €D133, antigeno de membrana
reconhecido como marcador de células hematopoiéticas e de células tronco
neurais (C) coradas em verde. E Oct-3/4, fator de transcricdo determinante
de pluripoténcia (D) corada em vermelho. MARCADORES tipicos de células-

tronco detectam células em cultura de GBM95.

Figura 12. Células indiferenciadas de GBM95.

Estas expressam macadores SOX2 (A), Nestina (B), CD133 9C) e Oc-3/4 (D) todos,
anticorpos tipicos de células pluripotentes. Nucleos foram corados com DAPI. Barra =
30um.
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Ainda observando células indiferenciadas, fizemos marcacdo para
SSEA4 (Figura 13), antigeno embrionario estagio especifico 4 da familia de
antigenos SSEAs, que é um dos antigenos de superficie celular mais

comumente usado para identificar as células-tronco embrionarias humanas.

Figura 13. Células indiferenciadas de GBM95. Nlcleos foram
corados com DAPI (A). Em B SSEA4 (verde), em C GFAP
(vermelho). Em D sobreposicao das imagens A, B e C. Barra = 30um.
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Outro antigeno que é expresso em tumores humanos e muito utilizado
para identificacdo de células-tronco embrionarias humanas é o proteoglicano,

keratan sulfato TRA 1-60 (Figura 14).

Figura 14. Expressao de TRA
1.60 (proteoglicano)

(A) e GFAP (B) no citoplasma de
células de GBM95. Em C(,
sobreposicao das imagens A e B.
Corte ortogonal (D). Barra =30um
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Com objetivo de demonstrarmos a existéncia de células com potencial
tronco entre as demais células de GBM95, (Figura 15) as mantivemos em
tratamento com meio sem soro contendo EGF e FGFb (A) e obtivemos esferas

flutuantes em cultura (B), oncoesferas (C). Citoquimica para Faloidina (D).

Figura 15. Aspectos morfologicos de células GBM95 apéds
xenotransplante (A).

Inicio da formagao de Oncoesferas (B). Em C, oncoesferas formadas. Em
D, distribuicdao de filamentos de actina, corados com Faloidina conjugado
com Alexa Fluor 488. Nucleos foram corados com DAPI. Barra:50 e

30um
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Oncoesferas da linhagem de GBM95 expressam marcadores de células
pluripotentes (Figura 16) GFAP (A), Nestina (B), SOX1 fator de transcricao

na determinacao neural (C), Oct-3/4 (D) e SOX2 (E).

Figura 16. Oncoesferas de GBM95 expressando marcadores de
células tronco.

GFAP (A), Nestina (B), SOX1 (C), OCT4 (D)e SOX2 (E). Nucleos foram
corados com DAPI. Barra = 30um.
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No processo de auto-renovacgao-clonalidade as oncoesferas foram
dissociadas e colocadas em placa de 96 pocos, 1 a 5 células por poco,
utilizando 100 pl de meio NS34 mantendo as células em suspensao. Depois de
30/60 dias, algumas destas células, menos de 1% comecaram a se dividir
formando oncoesferas primarias (Figura 17A). Estas células foram cultivadas
na presenca de diferentes suplementos e se diferenciam em células de

linhagem neural: astrocitos (B), neurdnios (C) e oligodendrécitos (D).

Figura 17. Linhagem GBM95 Apresenta células com propriedades tronco e potencial
de auto-renovacgdo, isto favorece a indugdo da indiferenciacao celular na forma de
oncoesferas flutuantes tendo capacidade de auto-renovacao (A). Apresentam poder se
diferenciar em astrécitos (B), neurbnios (C) e oligodendrocitos (D) Inserto: marcagao
para Vimentina e OLIG2. Barra = 30pm.
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Estas células foram cultivadas na presenca de diferentes suplementos e

se diferenciam em células de linhagem neural.

Figura 18. Células derivadas de oncoesferas de GBM95.

Algumas destas células apresentaram co-localizacdo de GFAP
(vermelho) com PIII-tubulina (verde) (A). Em (B) as células
diferenciadas marcam para Olig2 nuclear (vermelho) e citoesqueleto
verde (vimentina). (C) corte ortogonal. Nucleos foram corados com
DAPI. Barra = 30pm.
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e Células de GBM95, tipo tronco geram tumor se xenotransplantados

Para avaliar a influéncia do ambiente in vivo na diferenciacao de células
GBM95, xenotransplantamos essas células no cérebro de camundongos (A)
células diferenciadas e em B células indiferenciadas (células pluripotentes)
(Figura 19). O numero de tumores formados sdo apresentados nas tabelas
abaixo (Figura 19). Apdés 15 dias, dissecamos a massa do tumor e
estabelecemos estas células em cultura (C). Tratando estas células com meio
sem soro contendo EGF e FGFb induzimos a indiferenciacao (D) (Figura

19A).

N2 de Células N2 de animais/

diferenciadas Tumores formados

10° 6/6

.
-~

N2 de Células N2 de animais/

elmllu
indiferenciadas Tumores formados |

[Células—tronco tumorais)

10° 4/4

Figura 19. Células de GBM95 xenotransplantadas em cérebro
de camundongos induzem a formacdao de tumor. Células
diferenciadas de GBM95 foram xenotransplatadas em cérebro de
camundongos (A) bem como células indiferenciadas (B).
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Figura 19A. O Ambiente Vivo induz um estado indiferenciado de
células GBM95. Células de GBM95 foram xenotransplatadas em
cérebro de camundongos e, apdés 15 dias, dissecamos a massa
tumoral (figuras A e B) e estabelecemos estas células em cultura (C).

(D) Formagao de Oncoesfera. Barra = 50um.
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Resultados

Apds estabelecemento destas células em cultura e tratamento com EGF e
FGFb, as células indiferenciadas foram selecionadas. Usamos marcadores de

células pluripotentes para caracteriza-las.

/SOX1/MERGE

OCT4/MERGE

[/SOX2/MERGE

Figura 20. Uso de marcadores de células
pluripotentes apos xenotransplante.
SOX1, Oct-3/4, SOX2. Barra = 30um.
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Resultados

e A expressiao dos marcadores SOX2 e Oct-3/4 aumentam apods
xenotransplante

Células desdiferenciadas GBM95 expressam maior nivel de SOX2 (um
marcador de auto-renovacao e células indiferenciadas) que as células GBM95
originais. Os niveis de expressao SOX2 em células GBM95 xenotransplantadas
(GBM95-X) sdo aproximadamente 10 vezes maior do que em células GBM95-0

e 20 vezes maior do que em células GBM95 analizadas por western blot.

GBMS35 GBMS5-0 GBMI5-X

SOX2

¢-Tubulin

3000

[}

u

o

=]
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1500 -

1000 -

Sox2 / a=-Tubulin

500 -

0 I

GBMS5 GBMS5-0 GBMS5-X

Figura 21. Expressao das proteinas SOX2 (A) e a-tubulina (B)
como controle de carregamento, analisadas por Western blot em
células de GBM95, GBM95-0 e GBM95-X. Os niveis de expressao SOX2
em células GBM95 xenotransplantadas (GBM95-X) sao
aproximadamente 10 vezes maior do que em células GBM95-0 e 20
vezes maior do que em células GBM95. Os graficos mostram os
valores obtidos a partir do programa Scion Image. Barra = 30um.
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Os niveis de expressao Oct-3/4 em células GBM95 xenotransplantadas
(GBM95-X) parecem ser maiores do que em células GBM95-0 e em células

GBM95 analizadas por western blot. Resultado preliminar.

GBM35 GBMI5-0 GBMI5-X

Octd = we—

400 -~

350 A
300 +
250
200 ~

Oct4 / CycB

150 -
100 -
50 A

GBMS5 GBMS5-0 GBMS5-X

Figura 22. Expressao das proteinas Oct-3/4 (A) e Ciclofilina B (B)
como controle de carregamento, analisadas por Western blot em células
de GBM95, GBM95-O e GBM95-X. Os niveis de expressao Oct-3/4 em
células GBM95 xenotransplantadas (GBM95-X), também parecem estar
maior que nas outras duas amostras.
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Células de GBM95 em oncoesferas, observadas por Microscopia de

Transmissao e Microscopia de Varredura.

Figura 22. Microscopia de Transmissao e Varredura de

oncoesferas de GBM95. A e B mostra células com nucleos de
tamanhos diferentes. € e D mostram as células de GBM95 em

colonias.
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Discussdo

5.1. DISCUSSAO

A origem celular dos gliomas tem sido bastante estudada. O surgimento

de um cancer depende da ocorréncia de diferentes fatores: mutacoes
naturais, duplicacdo anormal do material genético durante a
multiplicagcdao celular e reparo anormal de defeitos prévios. Divisoes
celulares desordenadas e o fato de que o sistema imunoldgico nao combate
competentemente para destruir tais células, podem levar ao inicio do processo
neoplasico. A mitose desenfreada provocara o aparecimento de clones de
células menos diferenciadas (Holland, 2001a). Uma hipdétese muito defendida
recentemente € a de que tumores em geral e gliomas em especial podem
conter na massa tumoral células-tronco. Células-tronco por divisdo mitdtica
assimétrica originam novas células-tronco e células pré-cancerosas (Berger et
al., 2004).

Neste trabalho de dissertacao analisamos a heterogeneidade da
populacao celular de um glioblastoma humano obtido de paciente do nosso
hospital, por remocao cirurgica. O estabelecimento de cultura de células deste
tumor de fato mostrou subpopulacdes de células que marcavam para GFAP,
um marcador astrocitario tipico e nestina. A marcacao de células do
glioblastoma que expressam nestina, um marcador de precursores celulares
pode sugerir que algumas destas células que ainda estejam num estagio
precoce se comportem como células precursoras (Faria et al., 2006).

Este foi o ponto central de nossa investigacdo. Ha células com carater

tronco na massa tumoral do glioblastoma humano GBM 957
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A imagem de Ressonancia magnética do paciente, analisada pela equipe
de neurocirurgia e Servico de Patologia do HUCFF (Figura 9), mostra na
seqiéncia em T1(A), uma lesdao heterogénea com limites pouco definidos, e
captacao irregular de contraste. A seqliiéncia em T2 (B) mostra também uma
lesdo heterogénea, porém, evidenciando o componente central de necrose
(centro da lesao) e marcando edema perilesional que se estende pela
substancia branca, podendo haver areas de hemorragia (DeAngelis, 2001). De
acordo com a classificacdo de OMS, este tumor possui caracteristicas para ser
classificado como um glioblastoma apresenta atipias nucleares, mitoses,
proliferacao vascular abundante e necrose (C e D) (Figura 9A).
Histologicamente correlaciona-se com as imagens da ressonancia (DeAngelis,
2001; Kumar et al., 2008).

Este tumor foi estabelecido em cultura e congelado, em Nitrogenio
liguido em nosso laboratério. Apds o descongelamento das células tumorais,
estabelecemos cultura. Morfologicamente, as células, em sua maioria,
apresentaram aspecto fibroblastico, mostrando caracteristicas astrocitarias de
aspectos fibrosos, como visto por (Moura Neto et al., 1985) em astrocitos
cerebelares (Figuras 10 A e B). Nas Figuras 10 C e D, utilizando a técnica
de citoquimica, evidénciamos os filamento de citoesqueleto de actina dessas
células revelados por Faloidina.

Estudos realizados anteriormente com células de GBM95, em nosso
laboratério, foi mostrado que células, apresentam diferengas na expressao de

GFAP e Nestina (Faria et al., 2006). Como salientamos acima, isto sugere que
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tais células tumorais sdo heterogéneas quanto a seus estagios de
diferenciacgao.

J& que estas células, morfologicamente, apresentam caracteristicas
astrocitarias, comegcamos a analisa-las, confirmando seu padrao positivo para
a proteina glial fibrilar acidica (GFAP), conhecida como um marcador tipico de
diferenciagcdo astrocitaria ((Bignami et al., 1972). Estas, em monocamada
celular, foram reveladas por fluorescéncia (vermelho) e nucleos corados com
DAPI (azul) como mostrado na figura 11A (Kleihues and Sobin, 2000;
Kleihues et al., 2002; Faria et al., 2006).

A certificacdo da expressao de Nestina em células de GBM95 foi para
caracterizar os achados anteriores. Nesta marcacao (Figura 11B) vemos a
revelacdo da proteina revelada por fluorescéncia verde; na Figura 11C
usamos o marcador de citoesqueleto, anti-vimentina que é expressa em
células de origem mesenquimal, além ser vista como marcador presente em
qualquer célula mantida em cultura.

Para entendermos melhor a heterogeneidade observada, resolvemos
verificar a presenca de células indiferenciadas. Estas exibem caracteristicas
positivas (Figura 12) para SOX2 proteina tipica de células progenitoras
imaturas (A) Nestina marcador de progenitor celular, descrita em tumores
gliais humanos (B), CD133 marcador de células-tronco. Células CD133+ e
CD133- caracteristicamente formam esferas flutuantes. Estas células parecem
ser resistentes a quimioterapia e portanto capazes de desenvolver recidivas
tumorais (C) e, OCT4 fator de transcricao, regulador de auto-renovacao e

marcador de células-tronco indiferenciadas durante o processo cancerigeno
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(D) (Scholer et al., 1990; Kleihues and Sobin, 2000; Kleihues et al., 2002;
Tomioka et al., 2002; Tai et al., 2005; Bao et al., 2006; Takahashi and
Yamanaka, 2006; Atlasi et al., 2007; Patru et al., 2010) Nossos dados sao
semelhantes aos descritos na literatura. Assim, nossos resultados de fato
apontam para uma subpopulacao do GBM95 (- de 1%) que possivelmente
apresenta propriedades tronco.

Alguns trabalhos indicam que o antigeno especifico SSEA4 comumente
usado como marcador de superficie celular no sistema nervoso central
identificam células-tronco neurais, podendo também identificar células-tronco
embriondrias pluripotentes humanas. Assim como SSAE4, TRA 1-60 sdo
moléculas de superficie conhecidos como marcadores de células estaminais
embrionarias humanas além de desempenharem um papel importante na
regulagdo do desenvolvimento de células-tronco embrionarias humanas.
Células indiferenciadas de GBM95 expressam as proteinas SSEA4 (Figura 13)
e TRA 1-60 (Figura 14) mostrando que na populacdo de células tumorais
existem células de origem neural e estaminais (Draper et al., 2002; Son et al.,
2005; Zhang et al., 2006; Barraud et al., 2007).

Para estudarmos mais detalhadamente estas células, fizemos ensaios de
formagdao de oncoesferas (Figura 15).

Estas oncoesferas exibem fendtipos de células pluripotentes de GBM95
expressando proteinas caracteristicas de células-tronco/progenitoras (Figura
16) GFAP (A), Nestina (B), Anadlises funcionais demonstram que Sox1 e
Sox2 estao envolvidos na regulacao da auto-renovacao e diferenciacao de

células progenitoras neurais. SOX1 é um gene neuroectodermal expresso por
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células progenitoras embriondarias (Wichterle et al., 2002; Conti et al., 2005)
(C), OCT4 (D) e SOX2 ¢é expresso em todo o sistema nervoso central durante
o desenvolvimento e embriogénese, tornando-se restrito em areas com células
progenitoras imaturas (Komitova and Eriksson, 2004; Nitta et al., 2006; Guth
and Wegner, 2008). Portanto, um marcador molecular presente em células
tronco neurais adultas (Ellis et al.,, 2004; Episkopou, 2005).
Caracteristicamente, é expresso em oncoesferas (E) (Brazel et al., 2005).

Confirmamos o poder de renovacao destas células plaqueando-as,
individualmente. Algumas células, por divisdo, foram formando esferas
secundarias (Figura 17A) que ao serem dissociadas e colocadas na presenca
de diferentes fatores sofreram diferenciacdo para os trés tipos celulares
predominantes do SNC: astrocitos, quando tratadas com SFB expressam
GFAP (vermelho) (Figura 17B); neuronios, na presenca do suplemento B27
uma combinacdo que promove a sobrevivéncia de neurbnios, expressando
BIII-tubulina (verde) (Figura 17C) e oligodendrocitos, quando na presenca
de SFB, PDGF, as células exibiam imunomarcacdo nuclear para OLIG2
(vermelho) e o citoesqueleto exibindo vimentina (verde) (Figura 17D) e
nucleos corados por DAPI ((Patru et al., 2010).

Animais Modelos tém contribuido bastante para o desenvolvimento
cientifico da biologia dos gliomas, embora nenhum deles possa ser

considerado ideal (Peterson et al., 1994; Pilkington et al., 1997).

Até o momento, ndo existe nenhum modelo de tumor animal capaz de
simular exatamente o crescimento e vascularizagao dos gliomas humanos. O

xenotransplante ortotdpico (transplante tumoral em seu tecido de origem
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no animal receptor) é o que melhor simula o padrdao de crescimento dos

glioma humanos (Lee et al., 2006).

Embora o implante possa ser feito de varias formas, os resultados mais
interessantes tém sido obtidos quando o método de implante é feito por
estereotaxia em sitios especificos (Kobayashi et al., 1980; Plunkett et al.,

1988).

Baseados na hipotese de Paget, nés também acreditamos, que para o
glioma o microambiente cerebral, definido pelo parénquima facilita a
instalagdo do tumor e sua progressao. E mais, o microambiente cerebral
parece manter o estado indiferenciado destas células e sua propriedade de

gerar tumores, indica que estas tém caracteristicas tronco.

Para avaliar a influéncia do ambiente in vivo na diferenciacao de células
GBM95, implantamos tanto células diferenciadas quanto células
indiferenciadas (pluripotentes) em cérebro de camundongos (Figura 19) A e
B. Quinze dias apds a injecdo, atestamos o desenvolvimento da massa
tumoral primaria (Figura 19) que foi dissecada e novamente colocada em
cultura (Figura 19A). Estudando mais detalhadamente, estas células foram
imunomarcadas (Figura 20) usando marcadores de células pluripotentes
(SOX1, SOX2 e Oct-3/4). Analisando por Western blotting,
surpreendentemente estas células apresentaram aumento significativo das
proteinas SOX2 e Oct-3/4 (Figura 21 e 22) em comparagao com as células
originais e as oncoesferas isoladas a partir das células originais. Sugerindo qu

destas células e a passagem pelo microambiente cerebral fez aumentar a
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pluripotencialidade o que possivelmente aumenta o potencial de
tumorigenicidade (Molina et al., 2010).

Iniciamos uma avaliacdo por microscopia eletronica (Figura 23). Em
resultados preliminares em microscopia de transmissao, as células
apresentam nucleos tamanhos diferenciados (A e B) e em microscopia de
varredura as células se apresentam em col6nias com indicios de cavitacao (C
e D), porém, pouco pudemos analisar com esta técnica, pelo término do prazo
para a dissertacao, portanto, reservamos estes resultados para perspectivas
futuras.

Este conjunto de resultados discutidos aqui, nos permitem, considerar a

possivel existéncia de células-tronco em GBM95.

Esta dissertacao pode corroborar para a discussao de revisao de
classificagdao de tumores gliais, especialmente GBM em virtude da presenca de
células-tronco. Mas sobretudo, esta dissertacdo corrobora a proposta da
literatura de que CTT, podem responder pelo estabelecimento de tumores e

por isso merecem ser alvos de radio e quimioterapia.
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Conclusao

6.1. CONCLUSOES
Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que:

1. Células de Glioblastoma (GBM95) expressam OCT4 (um marcador de

auto-renovacdo e células indiferenciadas), além de também expressarem
CD133, um marcador de células-tronco.

2. Oncoesferas de GBM95 expressam uma variedade considerdvel de

marcadores de células pluripotentes. (Nestina, OCT4, SOX1, SOX2 , GFAP e
BIII-tubulina)

3. Linhagem de GBM95 apresenta células indiferenciadas com propriedades
de auto-renovagao observada pela formagao de esferas flutuantes em cultura.

4, Células GBM95 quando livres de soro, mas suplementado com PDGF, FGFb

e N2 sao capazes e de se diferenciarem em astrocitos (GFAP), neurbnios(BIII-
tub.) e oligodendrécitos (OLIG2).

5. Células diferenciadas de GBM95 original xenotransplantadas em cérebro
camundongos de camundongos (GBM95-X) induzem a formagao tumoral.

6. Células indiferenciadas de GBM95 oncoesferas xenotransplantadas em
cérebro de camundongos (GBM95-X0) induzem a formacao tumoral.

7. Ambiente in vivo induz aumento da expressdo de marcador de
indiferenciagao e auto-renovacao (SOX2).

8. [Esta dissertacdo pode corroborar para a discussdo de revisdo de
classificagdao de tumores gliais, especialmente GBM em virtude da presenca de
células-tronco e mesmo de células duplamente marcadas para neurbnios e
astrécitos. Mas, sobretudo esta dissertacao corrobora a proposta da literatura
que CTTs podem responder pelo estabelecimento de tumores e por isso
merecem ser alvos de radio e quimioterapia
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Perspectivas

7.1. PERSPECTIVAS
Esta dissertacdo abre algumas questdes sobre as propriedades

tumorais do GBM95 e também levanta uma suposicdo de que os demais
GBMs podem apresentar um quadro celular semelhante. Uma primeira
guestao parece-nos evidente, a de verificar se as demais linhagens de
GBMs de que dispomos mostram propriedades semelhantes. Se positivo
elas reforcariam a importancia de uma reclassificacdo destes tumores

com vistas a uma nova abordagem terapéutica.

7.1.1. Nao existe cura para este tipo de tumor, terapias alternativas em
conjunto com o tratamento padrao (cirurgia + quimioterapia +
radioterapia) podem aumentar a sobrevida do paciente. Ha diversos
farmacos que de certa forma inibem ou "atrapalham" o crescimento
tumoral, e podem ser usados como métodos alternativos para o
tratamento, como por exemplo os flavonoides que sao conhecidos
pelo efeito citotdxico sobre o tumor. Ainda, estudos seguem em
direcdo aos efeitos dos flavonoides em tumores cerebrais,
observando como essas substancias afetavam o metabolismo
tumoral, induzindo morte celular e interferindo na capacidade
migratdria das células cancerosas.

Outra questdo que nos parece importante é analisar a formacdo

das oncoesferas, para verificar se elas reproduem tumor com zonas de
necrose, se todas as células tém mesmo propriedades tronco. A
abordagem deste problema pode ser pelo estudo ultra-estrutural destas

oncoesferas.

7.1.2. Microscopia eletrénica mostra a presenca de material celular com
cavitacdo. No centro da oncoesfera parace ter células mortas,
possivelmente por falta de nutrientes.
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