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RESUMO

MARTINS, Sheila Cristina de Souza. Expressdo da proteina sinemina
durante a diferenciacdo do sistema nervoso. Rio de Janeiro, 2008. Tese
(Doutorado em Ciéncias Morfologicas) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

Sineminas sdo componentes da familia de filamentos intermediarios.
Suas trés isoformas, de 41 (L), 150 (M) e 180 kDa (H), possuem expressao
temporalmente regulada durante o desenvolvimento do sistema nervoso (SN)
via processamento alternativo de RNA mensageiro. Sinemina L € expressa em
neurdnios pos-mitéticos, enquanto a sinemina H/M € encontrada em neurénios
do SN periférico, células gliais e tumores gliais humanos. Neste trabalho
investigamos o desenvolvimento biolégico através da expressao de sinemina
durante a diferenciacdo celular e sua regulacédo por horménio tireoideano (T3),
utilizando para tal trés protocolos experimentais: cultivo de células neurais (1) e
glioblastoma humano tratado com T3 (2), e cultivo e diferenciacdo neural de
células-tronco embrionarias murinas (CTES) (3). Em astrécitos corticais, células
microglias, células endoteliais e CTESs, as sineminas H e/ou M sao distribuidas
por toda célula, sendo encontradas ainda nos nanotubos (TNTs) que medeiam
a interconexao celular. A expressdo de sinemina H/M persiste nos gliomas
humanos, ependimomas e glioblastomas. Neste Ultimo, observamos que T3
aumenta a expressao de sinemina H e M em 3 e 2,5 vezes, respectivamente.
Enquanto diferentes variantes isoelétricas de sinemina M sdo expressas
precocemente em CTEs pluripotentes, antes mesmo da nestina e persistem
apos a diferenciacdo neural, a sinemina H € induzida apenas nos primeiros
estagios da diferenciacdo neural destas células. Assim, a sinemina H/M serve
como sinalizadora do estagio de desenvolvimento, sob controle de T3.



ABSTRACT

MARTINS, Sheila Cristina de Souza. Expressdo da proteina sinemina
durante a diferenciacdo do sistema nervoso. Rio de Janeiro, 2008. Tese
(Doutorado em Ciéncias Morfologicas) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade Federal do Rio de janeiro, Rio de Janeiro, 2008.

Synemins are components of intermediate filaments family. Their tree
isoforms, of 41 (L), 150 (M) and 180 kDa (H) respectively, are temporally
regulated during the development of the nervous system (NS) through
alternative splicing of their mRNA. L synemin is expressed in postmitotic
neurons, while H/M synemin is present in peripheral neurons, glial cells and
human gliomas. We investigated biological development through monitoring of
synemin expression during cell differentiation, and its regulation by thyroid
hormone (T3), using for this purpose tree experimental protocols: culture of
neural (1) and human glioblastoma T3-treated cells (2) and culture and neural
differentiation of mouse embryonic stem (ES) cells (3). In cortical astrocytes,
microglia, endothelial and ES cells, synemin (H and/or M) is distributed
throughout the cell. Moreover, it is found in tunneling nanotubes which
interconnect the cells. H/M synemin expression persists in human gliomas,
ependymomas and glioblastomas. In the later, we observed a 3 and 2,5 folds
increase in H and M synemin, respectively, after T3-treatment. Different
isoelectric variants of M synemin are expressed early in pluripotent ES cells,
prior to nestin expression, and persist after neural differentiation. On the other
hand, H synemin is only expressed during the first stages of the neural
differentiation of ES cells. Thus, H/M synemin acts as an indicator of
development stage, under T3 control.
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1. INTRODUCAO
1.1. CONSIDERAGCOES GERAIS

O desenvolvimento dos seres vivos, em geral, se reflete através da
expressdo sucessiva de proteinas marcadoras precoces de diferenciacéo,
seguidas pela expressdo de marcadores tardios. Proteinas de citoesqueleto,
como as de filamentos intermediarios (FI) sdo marcadores precoces de
diferenciacdo, particularmente a nestina e, um pouco mais tardiamente, a
vimentina ou as citoqueratinas. Uma isforma de tubulina, a isoforma IlI,
conhecida como B-tubulina Ill, também € uma marcadora de estagios precoces
da diferenciacdo neuronal. Nesta tese, Sinemina, uma nova proteina de
filamentos intermediarios, € apresentada em um conjunto de experimentos
apontando, eventualmente, para seu papel como um marcador precoce da

diferenciacéo celular.

Nosso laboratorio vem ao longo dos ultimos anos demonstrando que o
desenvolvimento bioldgico, compreendido pela proliferacdo, diferenciacdo e
maturacdo das células do sistema nervoso (neurénio e glia) é regualdo pelo
horménio tireoideano, triiodotironia (T3). T3 também mantém a capacidade de

regular a ativiadade biolégica da glia tumoral, os gliomas.

O efeito de T3 no desenvolvimento bioldgico pode, entdo, ser refletido
via modulacdo da distribuicdo das proteinas de proliferacdo ou diferenciacao,
aquelas de definicdo topografica de oOrgdos ou sistemas, implicadas

diretamente no desenvolvimento, como nestina e vimentina, por exemplo.

Neste trabalho estudamos estes dois processos em etapas do

desenvolvimento: a diferenciacdo celular neural como um modelo da
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progressdo do desenvolvimento biolégico através de um marcador que
sugerimos ser precoce, a sinemina; e a sua regulacdo por T3. Para tal,
investigamos a expressao de sinemina durante a diferenciacdo neural a partir

de células-tronco embrionarias murinas e em glioma humano exposto ao T3.

Para melhor compreensdo deste trabalho serdo abordados nesta
introduc&o: o hormonio da tiredide que regula o desenvolvimento do sistema
nervoso; as células neurais e células-tronco que o constituem; os gliomas
humanos que também podem ser gerados pelas células-tronco; além das

proteinas do seu citoesqueleto e, mais especificamente, a propia sinemina.

1.2.  AS CELULAS NEURAIS

Neurdnios e células da familia glial sdo os constituintes unitarios basicos
do sistema nervoso (SN). Enquanto neurdnios podem atuar principalmente na
transmissao de informacdes a outras células nervosas e musculares, via
liberacdo de moléculas de neurotransmissores, as células da familia glial tém,
além das funcbes comuns de interacdo entre si e com neurbnios, funcdes

particulares a cada um de seus tipos gliais.

As células gliais constituem a maior populacdo celular do SN. De
maneira simplificada, elas podem ser dividas em macroglia, que compreende

os ependimacitos, oligodendrdcitos, glia radial e astrocitos, e microglia.

A microglia corresponde aos macrofagos cerebrais que invadem o SN na
vida embrionaria, tornam-se residentes e sdo recrutados pelo SN durante

respostas a processos agressivos ou inflamatorios (Kim & De Vellis, 2005;
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Mallat et al., 2002). Diferentemente da maioria das células macrogliais, a

microglia tém origem mesodérmica, a partir de mondcitos (Vilhardt, 2005).

Os ependimécitos sdo células de revestimento interno dos ventriculos
encefélicos e do canal central da medula espinhal e em algumas regides, como
o terceiro ventriculo, participam da formacdo do plexo coréide. Ele é
responsavel, em conjunto com as células epitelidides do plexo, pela producao

de liquor (Bruni, 1998).

Os oligodendrécitos séo células pequenas com poucos prolongamentos
constituindo a bainha de mielina que envolve os axénios do SN central (SNC)
em um processo denominado de mielinizacdo (Doyle & Colman, 1993; Meyer-
Franke et al., 1999). No SNC, um oligodendrocito pode gerar a bainha de
mielina que envolve varios axénios enquanto que, no SN periférico (SNP), cada
célula de Schwann responsavel pela formacdo da bainha de mielina, envolve

apenas um axonio.

A glia radial é encontrada transitoriamente no SN durante o
desenvolvimento de estruturas laminadas, como o neocortex, cerebelo, medula
espinhal e retina (Ramon Y Cajal, 1911). Porém, apesar de ser considerada
“transitéria”, ela possui representantes que persistem apos o desenvolvimento,
como a glia de Bergmann no cerebelo (Misson et al., 1988) ou ainda a glia

limitante presente no cértex cerebral (Mercier et al., 2004).

A glia radial tem um papel crucial na construcdo do SN, onde foi
inicialmente, identificada por dar suporte a migracdo e posicionamento
neuronal nas camadas corticais (Rakic, 1971). A glia radial deve ser
considerada como uma ceélula precursora ou progenitor neural com

caracteristicas gliais e potencial para gerar linhagens de células neuronais e
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gliais (Anthony et al., 2004; Bentivoglio & Mazzarello; 1999; Levitt & Rakic,
1980; Miyata et al., 2001; Nadarajah & Parnavelas, 2001; Noctor et al., 2001 e

2002; Schmechel & Rakic, 1979).

Os astrdcitos, descritos inicialmente por Santiago Ramon y Cajal (1852-
1934) desenvolvem um importante papel na fisiologia do SN, controlando o
nivel extracelular de K* e favorecendo assim a sinalizacao intercelular (Haydon,
2001; Walz & Hertz, 1983). Eles também ajudam a regular a atividade
sinaptica, através da remocao dos neurotransmissores das zonas sinapticas

apos sua liberacéo pelos neurbnios pré-sinapticos.

1.3. CELULAS-TRONCO

As células do SN, bem como as demais células do organismo, derivam
das células-tronco embrionarias (CTEs). As CTEs ou células da massa celular
interna (MCI) presentes no interior do blastocisto (estagio de 2,5 a 3,5 dias
embrionarios; E2,5-E3,5), capazes de gerar os tipos celulares dos trés folhetos
germinativos (ectoderma, endoderma e mesoderma) e 0S gametas sexuais,
sado classificadas como células pluripotentes (revisto por Wobus & Boheler,
2005). Células-tronco comprometidas com a geracado de uma linhagem celular
tecido-especifica, como as células-tronco neurais que se diferenciam apenas
em neurdnios e células gliais, sdo caracterizadas como células-tronco
unipotentes (Preston et al., 2003). Apenas o ovo fertilizado tem a capacidade
de gerar um organismo inteiro e a placenta, sendo designado entdo como

totipotente.
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Na década de 1980 foram estabelecidas as primeiras linhagens de CTEs
murinas (Axelrod, 1984; Doetschaman et al., 1985; Evans & Kaufman, 1981;
Martin, 1981; Wobus et al., 1984). Estas células eram isoladas de blastocistos
murinos e cultivadas sobre MEF inativada. Atualmente sabe-se que a MEF
secreta o fator inibitorio de leucemia (LIF), uma glicoproteina solivel membro
da familia de citocina interleucina-6 (IL-6; Friel et al., 2005). O LIF age via um
complexo de sinalizacdo gpl30 ligado a membrana, inibindo a diferenciacéo

das CTEs (Burdon et al., 1999a; 1999b; Niwa et al., 1998).

Em 1998 foi isolada a primeira CTE humana derivada de blastocisto com
capacidade de auto-renovacao e capacidade de se diferenciar em alguns tipos

celulares (Thomson et al., 1998).

A propriedade de auto-renovacdo e pluripotencialidade das CTEs
(qualidade de célula-tronco) dependem do balanco estequiométrico entre varias
moléculas sinalizadoras e o imbalanco em uma delas pode provocar a perda de

sua identidade (capacidade de auto-renovacgéao e/ou pluripoténcia).

Octamero-4 (Oct-4), também denominado Oct 3/4, € um fator de
transcricdo génica restrito as ceélulas totipotentes e pluripotentes. In vivo, ele
estabelece a natureza pluripotente das células da MCI (Friel et al., 2005) e com
LIF mantém a qualidade de célula-tronco (Friel et al., 2005; Wobus & Boheler,

2005).

De fato, Grinell et al. (2007) demonstraram que Oct-4 isoladamente é
capaz de garantir a qualidade de célula-tronco. Eles observaram que a
transfeccéo de Oct-4 em keratindcitos orquestra a expressao génica de fatores
caracteristicos da qualidade de célula-tronco, como Sox-2, Utfl, Rex-1 e

Nanog.
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Células-tronco também sdo encontradas em alguns 6rgédos de individuos
adultos, onde sdo reconhecidas como células-tronco adultas multipotentes.
Elas estédo presentes em tecidos com alta taxa de regenerac¢do, como epiderme
(Pellegrini et al., 2008), trato respiratério (Zhang et al.,, 2008), gbnada
masculina (Richardson et al., 2004), parede intestinal (van der Flier & Clever,
2008), médula ossea (Moore & Lemischka, 2006) e ligamento periodental

(Arthur et al., 2008; Coura et al., 2008).

No tecido neural, ha evidéncias de neurogénese constitutiva em algumas
regides do SN adulto, incluindo substancia negra (Zhao et al., 2003) e
hipotalamo (Kokoeva et al., 2005), entre outros. Porém, apenas a zona
subventricular (SVZ) presente na parede do ventriculo lateral e a zona
subgranular (SGZ) do giro dentado hipocampal foram reconhecidas sem
controvérsias como sitios neurogénicos no adulto (Dang & Tropepe, 2008;
Doetsch, 2003; Lledo et al., 2006; Ma et al., 2005; Oh et al., 2008; Tavazoie et

al., 2008; Vescovi et al., 2006).

1.3.1. Diferenciacdo neural a partir de células-tronco embrionarias,

CTEs

CTEs mantidas em cultura podem diferenciar-se em linhagens
especificas, de acordo com o0s agentes quimicos utlizados. Assim, 0
tratamento com acido retindico (AR), um metabdlito da vitamina A essencial
para a definicdo do eixo antero-posterior do SNC (Duester, 2007), deriva as
CTEs para linhagem neural (Martinez-Ceballos & Gudas, 2008; Nonaka et al.,

2008; Wichterle & Peljto, 2008).
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No nucleo, o AR liga-se aos seus receptores, o receptor de AR
propriamente dito (RAR) e o receptor X retindico (RXR), pertencentes a
superfamilia de receptores de hormdnios tireoideano e esterdides. O RXR é
capaz de formar heterodimeros com o receptor do horménio tireoideano
(Bugge et al., 1992; Mangelsdorf et al., 1995) e a vitamina D (Mangelsdorf et
al., 1995). O RAR forma dimeros com o RXR, cuja ligacdo ao DNA resulta na
modulacdo da transcricdo génica (Blamer & Blomhoff, 2002), mas também
pode atuar como fator de transcricdo independente de ligante (Gaub et al.

1998; Mangelsdorf et al., 1995).

De fato, a adicdo de AR a cultura de CTEs leva a geracdo de uma
populacdo uniforme de progenitores neurais semelhantes a glia radial (Bibel et
al., 2004), aléem de induzir a geracdo de neurdnios excitatorios e inibitorios a

partir de CTEs murinas (Striibing et al., 1995).

A inducéo do fendtipo neural induzido pelo tratamento das CTEs com AR
pode ser observada através da regulacédo da expressao de diversas proteinas
marcadoras de diferenciacdo neural, incluindo a nestina (Kumar et al., 2007;

Tabela 1).

A diferenciacdo neuronal a partir de CTEs também é regulada pelos
astrocitos. De fato, o tratamento de CTEs com meio condicionado de astrécitos
murinos embrionarios induziu a formacao de células-tronco neurais que, ainda
na presenca deste meio condicionado, derivaram neurdnios dopaminérgicos,
entre outros subtipos neuronais (Nakayama et al., 2003). O tratamento destas
células-tronco neurais plaqueadas sobre substrato adesivo (laminina) com fator
de crescimento de fibroblasto-2 (FGF-2) e fator de crescimento epidermal

(EGF) favorece a migracdo de neurbnios a partir destas células aderidas
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(Nakayama et al., 2006). Porém, a remocao destes mitdbgenos da cultura leva a
diferenciacdo glial (Nakayama et al.,, 2006; Nakayama & Ivonoe, 2006). Os
astrocitos também secretam Neurogenesteinal (Ngl), um fator pré-neuronal,
promovendo a diferenciacdo neuronal de células-tronco neurais ao antagonizar
a sinalizacdo de BMP (Ueki et al., 2003). Ja o co-cultivo de neurbnios
provenientes de células-tronco neurais humanas e astrécitos favorecem a
maturacdo destes neurbnios, que pode ser avaliada por uma maior atividade
sinaptica (Johnson et al., 2007). CTEs murinas tratadas com meio
condicionado do ganglio da raiz dorsal também diferenciam-se em neurénios

(Kitazawa & Shimizu, 2005).

Tabela 1: Lista dos marcadores de diferenciacao neural

Marcador de Especificidade Referéncias
diferenciac&o neural

BLBP, proteina de | Progenitor neural Feng et al., 1994
ligacdo a lipidio de
encéfalo
CNPase, proteina de | Oligodendrdcito Keristead &
mielina 2'3’-nucleotideo Blakemore, 1999
3’ fosfodiesterase
Célula de Schwann Toma et al., 2007
GFAP, proteina acidica | Astrocito Lazarides et al., 1982
fibrilar glial
GLAST, transportador de | Progenitor neural Hartfuss et al., 2001
glutamato especifico de
astrocito*
MBP, proteina basica de | Oligodendrdcito e | Keristead &
mielina Célula de Schwann Blakemore, 1999
Simons & Troter,
2007
Nestina Progenitor neural Goétz et al., 2002
NeuN, proteina de | Neurbnios Kumar & Buckmaster,
antigeno nuclear 2007; Mullen et al.,
especifica de neur6- 1992
nios
Sinemina H/M Astrocitos, células de | Izmyrian et al., 2006
Schwann e neurdnios
do SNP
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Sinemina L Neurbnios pos- | Izmyrian et al., 2006
mitéticos

Vimentina Progenitor neural Goétz et al., 2002

B-Tubulina Ill Neurdnios Lledo et al., 2006

1.4. GLIOMAS

A glia tumoral ou glioma é um dos principais tumores do SNC, sendo
uma importante causa de reducdo da capacidade mental e morte. Estes
gliomas podem derivar de progenitores oncogénicos e/ou da dediferenciacéo

glial, que sdo os modelos hipotéticos discutidos atualmente.

Na teoria dos progenitores oncogénicos, os gliomas sdo originarios de
células-tronco. De fato, varios tumores tém em sua populacdo células-tronco
auto-renovaveis capazes de originar um cancer. Berger et al. (2004)
formularam um modelo especulativo onde os gliomas, entre os demais
tumores, teriam origem na divisdo assimétrica de células-tronco neurais. A
cada divisdo assimétrica da célula-tronco neural, capaz de gerar neurbnio ou
glia, poderia ser gerada uma nova célula-tronco oncogénica (Berger et al.,
2004; Vescovi et al., 2006). Esta permaneceria nesta zona germinal
assintomatica e derivaria uma célula progenitora oncogénica que migraria e
proliferaria, dando formac&o ao glioma (figura 1). A célula-tronco oncogénica

expressa 0 CD133 além da nestina (Bao et al., 2006; Singh et al., 2003; 2004).
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Célula-tronco
neural

Divisde
aszimétrica

Célula Célula-tronco
neural oncogénica

Divizéo
assimétrica

Progenitor
oncogénico

Figura 1: Esquema da teoria de células-tronco oncogénicas. Adaptado de Berger et al.
(2004).

As células-tronco também podem ser encontradas em linhagens
celulares e ndo somente nos tumores primarios. Mesmo apds anos em cultura,
a linhagem de glioma de rato C6 possui células que podem gerar neurdnios ou
glia, as quais talvez estejam envolvidas com a multiplicacédo indefinida do C6 e
sua capacidade tumorigénica observada apds sua injecdo em cérebro de
camundongo nude (Kondo et al., 2004). Piccirillo et al. (2006) identificaram uma
subpopulacdo celular em glioblastomas com qualidade de célula-tronco,
expressando CD133, nestina e B-tubulina Ill, que foi capaz de colonizar o SN e

desenvolver glioblastomas apds microinjecdo intracraniana em ratos.

A massa tumoral €, entdo, mantida pelas células-tronco oncogénicas
com génese constante dos progenitores tumorais provenientes da regido
clinicamente silenciosa, a zona germinal. Assim, estas células progenitoras

podem migrar e proliferar para sitios distantes da zona germinal. As células-
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tronco oncogénicas, células progenitoras e de glioma apresentam uma
predilecdo pelo mesmo substrato, a substancia branca e membranas basais
dos vasos sanguineos, um substrato perfeito para uma transformacéo

neoplasica (Sanai et al., 2005).

Quanto ao modelo da dediferenciacéo, os gliomas parecem originarem-
se de astrocitos saudaveis que, sob condicdes criticas, dediferenciariam-se em
gliomas de baixa malignidade, os quais vao progredindo até gliomas malignos
(Kleihues et al., 1995; 2002). De fato, Sharif et al. (2007) demonstraram in vitro
que astrocitos maduros sao capazes de se dediferenciar sequencialmente em
progenitores e ceélulas-tronco neurais apos tratamento com fator de
crescimento transformante-a (TGF-a). Os gliomas passam a apresentarem de
novo marcadores que ndo Sao mais expressos em celulas maduras, como
nestina (Dahlstrand et al., 1992; Ikota et al., 2005) e sinemina (Jing et al., 2005;
2007). A presenca de nestina vem mesmo sendo utilizada como um
prognéstico de malignidade destes tumores, quanto maior sua presenca maior

a malignidade do tumor (Strojnik et al., 2007). Veja a figura 2.

Astrécito diferenciado

Astrocitoma

Grau T
pilocitico ;
As‘rr*gcﬁromu \ Grau IT
difuso
L
Astrocitoma G IIT
anapldsico b
Glioblastoma Glioblastoma Ll TV

secunddrio primdrio

Figura 2. Esquema da teoria de dediferenciacdo. Progressdo maligna de astrocitoma

humano (do grau | ao grau IV) segundo classificacdo da OMS (Kleihues et al., 1995). A
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gradacao dos tons de cinza no retangulo a direita representa a progressdo da malignidade dos

tumores.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) classifica os gliomas em quatro
graus de malignidade de acordo com caracteristicas histopatologicas
(celularidade, atipia nuclear, atividade mitética, proliferacdo microvascular e

necrose; Kleihues et al. 1995; 2002). Veja a tabela 2.

Os tumores de grau 1V, glioblastoma, sédo gliomas malignos e letais com
grande capacidade invasiva e infiltrativa, mas ndo fazem metéastase. Os
pacientes acometidos por eles falecem entre 9 a 12 meses ap06s o diagnéstico,
respectivamente, a despeito do uso de estratégias agressivas como cirurgia,

radioterapia e quimioterapia.

Dra. Catherine DAUMAS-DUPORT e sua equipe do Hopital Sainte-Anne,
desenvolveram outra classificagdo dos gliomas, denominada classificacédo
Sainte-Anne/Mayo (Daumas-Duport et al., 2000). Embora ndo reconhecido pela
OMS, esta classificagdo vem apontando dificuldades de precisdo no sistema
atual de identificacdo dos gliomas. O diagnédstico da classificacdo Sainte-
Anne/Mayo é baseado na andlise das bidpsias em associacdo as técnicas de
imagem (ressonancia magnética ou scanner). Dra. Daumas-Duport propde uma
reformulacdo da classificacdo de oligodendrogliomas, deixando-os em duas
categorias em funcdo da migracéo e de sinais do parénquima. Foi ela também
quem classificou o tumor neuroepitelial disembrioplastico (DNET), uma
entidade tumoral nova, presente sobretudo no cérebro de jovens (Daumas-
Duport et al., 1988). Mais recentemente a Dra. Daumas-Duport propds uma

variante de glioblastomas apresentando a presenca constante de proteinas de
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Neurofilamentos (NF) nas suas células, podendo co-existir, NF, em algumas
delas com a presenca de GFAP, sinalizando um possivel potencial de células
pluripotentes nestes tumores, que sdo denominados de tumor glioneuronal
maligno (TGNM; Varlet et al.,, 2004). Naturalmente que uma revisdo da
classificacdo de glioblastomas seria importante de refazer para quem sabe

mostrar maior numero de TGNM, nos grupos de gliomas.

Tabela 2: Classificagfes dos gliomas baseadas na OMS e em Sainte-
Anne/Mayo

Sainte-Anne/Mayo

Gliomas Gliomas
. Tumores astrocitarios: . Oligodendroglioma A ou B
Astrocitomas graus | — IV
. Oligoastrocitomas A ou B
. Tumores oligodendrogliais
. Glioblastomas
. Gliomas mistos:
Oligoastrocitomas . TGNM
Outros tumores:
. Tumores ependimarios
. Tumores mistos:
ganglioglioma, gangliocitoma,
DNET

DNET: tumor neuroepitelial disembrioplastico; TGNM: tumor glio-neuronal maligno.

1.5. O CITOESQUELETO

A organizacdo espacial e provavelmente funcional das células é
assegurada pelo citoesqueleto, uma rede de filamentos protéicos
comprometida com diversos mecanismos celulares como transporte de
organelas, segregacdo de cromossomos durante a mitose, morfogénese e

movimentos celulares. O citoesqueleto é constituido por trés tipos de
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filamentos: os filamentos de actina ou microfilamentos (~6 nm de diametro), os
microtubulos (~25 nm de diametro), ambos filamentos consittuidos de proteinas
globulares, enquanto que uma terceira categoria, os filamentos intermediarios
(~10 nm de diametro), é constituida de proteinas fibrosas. A actina e as
tubulinas a e B, que polimerizam para formar os microtubulos, sédo ubiquitarias
em eucariotos (Bear et al., 2001; Cooper & Schafer, 2000; Desai & Mitchison,
1997). Ja os filamentos intermediarios variam de acordo com o tipo celular e
tém sua expressao modulada ao longo do desenvolvimento (Dahl, 1981; Galou
et al., 1996; Pixley & De Vellis,1984; Sultana et al., 2000). Sao eles que

receberam maior atencao nesta tese.

Microtubulos: No encéfalo, os microtubulos (MT) apresentam uma
grande heterogeneidade temporal e espacial, em parte, resultante de
modificacdes pos-traducionais e do polimorfismo génico. H& diversas isoformas
de tubulina distribuidas diferencialmente em neurdnios e células gliais (Moura
Neto et al.,, 1983; 1985). Os MT desempenham diversas fun¢cdes na célula
ligando-se as proteinas acessorias que regulam seu estado de polimerizagéo,
podendo mediar sua interagdo com outros componentes celulares. Essas
proteinas, denominadas de MAPs (proteinas associadas a microtubulos),
encontram-se amplamente distribuidas no encéfalo e parecem ter papel
fundamental na determinacdo da polaridade de precursores neuronais. As
MAPs séo divididas em duas classes: as proteinas de alto peso molecular
(MAP1 e MAP2), e proteinas de baixo peso molecular (proteinas Tau). A
regulacdo, por fosforilacdo das MAPs € fundamental para a dindmica da

tubulina e formag&o de microtubulos nas células (Araudjo et al., 1994).
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Microfilamentos: Os Microfilamentos (MF) sdo encontrados, em todas
as células de eucariotos e abundantemente presentes no SN, tanto em
astrocitos quanto em neurénios. Além de sua distribuicdo citoplasmatica, eles
se organizam na face interna da membrana celular, formando o cértex celular.
Esta regido tem a capacidade de emitir distens6es que permitem a migracao da
célula sobre determinado substrato. Essa € a base dos cones de crescimento
dos neurbnios, estrutura extremamente moével responsavel pelo padrdo de
crescimento de neuritos e formacado das conexdes do SN (Da Silva & Doaotti,
2002). Os MF também estéo presentes nos nanotubos (TNTs) prolongamentos
celulares envolvidos com a interconexao celular (Pontes et al., 2008; Rustom et
al., 2004). Estes TNTs permitem a transferéncia seletiva de moléculas e
vesiculas entre as ceélulas conectadas e apesar de se extenderem por longos
trajetos sobre o substrato ndo se ligam a ele. (Rustom et al., 2004).
Reconhece-se que os TNTs podem ser formados pelas protusbes baseadas
em actina que se extendem de uma célula a outra (Rustom et al., 2004) e
também através da separacido de duas células inicialmente ligadas (Onfelt et

al., 2004)

Filamentos intermediarios: A familia dos filamentos intermediarios (FI)
€ constituida por proteinas fibrosas extremamente resistentes que conferem
estabilidade mecanica as células. As proteinas dos FI compartilham véarias
propriedades estruturais, incluindo um dominio bastdo central em a-hélice que
é responsavel pela formacao da estrutura destes filamentos nas células. Os Fls
possuem grande heterogeneidade e complexidade, sendo compostos por

diferentes proteinas, na dependéncia do tipo celular, da fase do
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desenvolvimento, e em alguns casos do estado funcional de uma célula (Fuchs

& Cleveland, 1998; Herrmann & Aebi, 2000).

Os principais representantes dos FIs no SN sdo nestina, proteina
encontrada em células imaturas de origem neuroepitelial (progenitor neural)
(Hockfield & McKay, 1985); vimentina, caracteristica de células mesenquimais,
células de Schwann e glia radial (G6tz et al., 2002; Pixeley & De Vellis, 1984) e
GFAP, encontrada em astrocitos maduros (Lazarides et al., 1982). J& nos
neurdnios, sdo encontrados especificamente os trés peptideos que formam os
filamentos de neurbnios ou neurofilamentos, NF 60kDa, NF 160kDa e NF

200kDa (Witte & Bradke, 2008).

Durante o desenvolvimento do SNC em vertebrados, transicbes na
distribuicdo das proteinas dos Fls ocorem em neurbnios e glia. As células-
tronco pluripotentes apresentam nestina e, ao se diferenciarem em neurdnios,
passam a apresentarem os NFs que modulam o calibre axonal, sendo
necessaria uma co-expressao de diferentes proteinas de NF para a formacao

dos FlIs (Lee et al., 1993; Witte & Bradke, 2008).

J4 em astrocitos imaturos e glia radial, nestina e vimentina sdo as
principais proteinas dos FIs, mas com o desenvolvimento elas sdo suprimidas
na maioria dos astrocitos e substituidas pelo GFAP nas células maduras, que €
considerado um marcador da diferenciacdo astrocitaria (Landry et al., 1990). A
fase de transicdo da glia radial contendo vimentina para o astrocito maduro
contendo GFAP é decisiva no desenvolvimento astrocitario (Eliasson et al.,
1999). A expressado de GFAP tem um aumento exacerbado acompanhado de
hipertrofia e hiperplasia astrocitarias em algumas condi¢cdes patologicas do SN,

como por exemplo, neurotrauma, resultando no preenchimento do sitio da
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lesdo e formacdo de uma cicatriz glial, processo este denominado de
astrogliose ou gliose reativa (Aschner et al., 1998; Eng et al., 1992), que é

caracterizada por uma grande expressao de BMP (Fuller et al., 2007).

A sinemina é outro FI que parece sofrer modulacdo temporal no SN em
desenvolvimento. Durante o desenvolvimento do cértex de rato ela é
encontrada em uma subpopulacao de células astrocitarias expressando GFAP,
vimentina e nestina (Sultana et al., 2000), ou seja, células que estdo se

diferenciando em astrdcitos, possivelmente glia radial.

1.6. A SINEMINA

Sinemina € uma proteina do citoesqueleto que foi inicialmente
identificada em células musculares como uma proteina associada aos
flamentos de desmina e vimentina (Granger & Lazarides, 1980).
Posteriormente, ela foi caracterizada como um membro da familia de Fls

(Becker et al., 1995; Bellin et al., 1999).

A equipe do Dr. Zhenlin LI descreveu o gene que codifica a sinemina
humana e murina presentes nos cromossomos 15 e 7, respectivamente. Eles
também mostraram que este gene sofre processamento alternativo gerando
trés isoformas distintas, as sineminas grande ou H (high), média ou M e
pequena ou L (low) com 180, 150 e 41kDa, respectivamente (Titeux et al.,

2001; Xue et al., 2004), veja a figura 3.

As sineminas H e M estdo presentes nos musculos, particularmente no
musculo liso, desde etapas iniciais da vida embrionaria. A sinemina M €

predominantemente presente no musculo estriado (Titeux et al., 2001). Ja a
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sinemina L est4d presente nos musculos estriado, cardiaco e liso de

camundongos adultos (Xue et al., 2004).

As isoformas de sinemina requerem a presenca de outra proteina de FI
para sua polimerizacdo. Bellin et al. (1999) demonstraram que a sinemina
interage com desmina através de seu dominio rod. In vitro, foi demostrada a
formacdo de um heteropolimero com vimentina e desmina (Bellin et al., 2001,
Moon & Lazarides, 1983; Schweitzer et al., 2001; Titeux et al., 2001), no qual
sao necessarios no minimo o dominio de cabeca semelhante ao da vimentina e

os dominios rod 2A e B da sinemina (Khanamiryan et al., 2008).
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Figura 3: Diagrama esquematico mostrando as sinemina H, M e L de camundongo. Os
dominios de cabeca, rod e cauda estdo indicados. Os pontos pretos no dominio de cauda
representam as posicfes do processamento alternativo dos exons e introns. Os numeros
indicam a posi¢cdo dos aminoacidos correspondente a sinemina H. A caixa listrada mostra a
nova seqiéncia no dominio de cauda da sinemina L. A posicdo do exon 5 de camundongo
(mEXx5), utilizado para geracdo do anticorpo anti-sinemina H/M, assim denominado por
reconhecer ambas isoformas (H e M), usado neste trabalho, esta assinalada em vermelho.
Adaptado de Xue et al. (2004).

Xue et al. (2004) também demonstraram, através de estudos com

camundongos nocaute para desmina e vimentina, que a sinemina esta
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especificamente associada a desmina nos musculos esquelético e cardiaco. Na
auséncia de desmina, a sinemina também desaparece destes tecidos. Porém,
no musculo liso, a sinemina estd associada a desmina e vimentina.
Interessantemente, a presenca de sinemina no musculo liso de camundongos
nocaute para desmina persiste em associacdo a vimentina. No entanto, essa
presenca € diminuida nos camundongos nocaute para vimentina, onde a
sinemina esta associada a desmina. Em camundongos nocaute para desmina

e vimentina a sinemina é ausente em ambos os tipos musculares.

Além da desmina, a sinemina interage com outros constituintes celulares
presentes no citoplasma (mitocondria e sarcolema) ou na membrana

plasmatica via diferentes elementos do citoesqueleto.

As sineminas sdo de fato proteinas-chave na ligacdo cruzada de
diferentes estruturas do citoesqueleto. Além da interacdo das trés isoformas
com os dominios rod da desmina e vimentina, elas também participam da
ponte entre o citoesqueleto de actina e as proteinas de ancoragem a-actinina
(Bellin et al., 1999; 2001), vinculina (Bellin et al.,, 2001; Sun et al.,, 2008a),
metavinculina (Sun et al., 2008a), distrofina (Bhosle et al., 2006), utrofina
(Bhosle et al., 2006), talina (Sun et al.,, 2008b) e plectina 1 (Hijikata et al.,
2008). Foi demonstrado que a sinemina H/M interage com a-actinina através
de seu dominio de cauda (Bellin et al., 1999) e que este mesmo dominio é
responsavel pela interacdo da sinemina H com vinculina e talina (Sun et al.,
2008). Ja a sinemina L liga-se essencialmente a neurofilamentos associados
com compartimentos de membrana (Izmyrian et al., 2006). Estas interacdes

sinalizam para a participacdo destas isoformas nos eventos de adesé&o celular.
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Russel et al. (2006) demonstraram in vitro e in vivo que a sinemina
participa dos mecanismos de sinalizacdo intracelular, atuando como uma
proteina de ancoragem de proteina cinase A (AKAP) em musculo cardiaco.
Assim, a sinemina determina a localizacdo subcelular de PKA, deixando-a

proxima de seus alvos.

De um modo geral tem sido descritas diversas funcdes intracelulares
para as AKAPs via ancoragem de PKA, como transcricdo génica induzida por
CREB fosforilada (Feliciello et al., 1997), secrecdo de insulina (Stenn et al.,

2000), sinalizacao via receptor -adrenérgico (Shih et al., 1999), entre outras.

1.6.1. Expresséo de Sinemina e diferenciacao celular

Além do mdusculo, a sinemina, € principalmente encontrada, de uma
maneira dinamica e variavel, no SN, dependendo do estagio de
desenvolvimento. Enquanto a sinemina M € encontrada precocemente a partir
do quinto dia do desenvolvimento embriolégico de camundongos (E5), a
sinemina H s6 comeca a ser encontrada em E9,5 e a sinemina L a partir de

E13 (Izmyrian et al., 2008).

A sinemina parece realmente apresentar um padrao de distribuicdo com
regulacdo temporal. Ela foi encontrada em uma sub-populacdo glial,
expressando nestina, vimentina e GFAP, correspondendo possivelmente ao
periodo de transicdo da glia radial a astrocitos diferenciados (Sultana et al.,

2000).

Esta regulacdo temporal da distribuicdo de sinemina também foi

reportada durante o desenvolvimento da retina humana, parecendo justificar
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sua presenca na glia de Miller em retina embrionaria humana sob diferentes
condicbes patolégicas (Tawk et al., 2003). Mais ainda, pacientes com
anormalidades visuais (sindrome de Walker—Warburg, Meckel e trissomia do
13) apresentaram uma diminuicdo da distribuicio de sinemina

concomitantemente a de vimentina (Tawk et al., 2003).

A sinemina também apresenta um padrdo de regulacdo tecido-
especifico. No SNC, a sinemina H/M é encontrada unicamente em células
gliais. Ja no SNP, ela é encontrada em neurbnios e células de Schwann do
ganglio sensorial E11. Ao contrario, a sinemina L é encontrada especificamente
em neurbnios pos-mitdticos possuindo NFs e B-tubulina Il em todo SN
(Izmyrian et al., 2006). Possivelmente mecanismos especificos a neurénios e
glia controlam o processamento alternativo do RNAmM comum e a sintese de
cada isoforma de sinemina. A tabela 3 mostra a distribuicdo de sinemina no

SN.

Tabela 3: Distribuicdo das sineminas H/M e L no Sistema Nervoso

SN H/M L
Encéfalo
Células ependimarias +
Medula oblonga + +
Pia mater +
Glia limitante +
Neurdnios +
Células de Purkinje +
Lente e retina +
SNP
Neurbnios + +
Glia +
Célula de Schwann +

H/M: sinemina H/M, L: sinemina L; SN: sistema nervoso. Adaptado de Izmiryan et al., 2006.
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Sinemina H/M também estd presente em gliomas (Jing et al., 2005) e
astrocitos reativos ap6s neurotrauma (Jing et al., 2007). Nos, gliomas a
sinemina é co-localizada com outras proteinas de filamento intermediario,
GFAP e vimentina. A sinemina foi encontrada nos dominios de membrana em
co-localizacdo com a- actinina, proteina que interage com a actina nos contatos
focais, sugerindo a participacdo da sinemina na motilidade destes gliomas. De
fato, quando a expresséao de sinemina H/M é silenciada nestas células observa-
se uma reducado das interacbes entre actina-F e a-actininia, e da capacidade

migratéria (Pan et al., 2008).

1.7. OS HORMONIOS TIREOIDEANOS

A glandula tiredide sintetiza e secreta os hormdnios tireoideanos (HTS),
tiroxina ou T4 (em maior quantidade) e triiodotironina ou T3 (Griffin et al.,
1996). Os HTs séo carreados no sangue por proteinas especificas, globulina

ligante de tiroxina, transtirretina e albumina (Zoeller et al., 2007).

Nos tecidos, T4 é convertido em T3 e no composto inativo T3 reverso
pelas enzimas iodotironina desiodases (Bianco & Kim, 2006). Ha trés
lodotironinas desiodases identificadas, as desiodases tipo | (D1), tipo Il (D2) e
tipo 1l (D3), as quais diferem na distribuicdo tissular, perfil catalitico,
especificidade de substrato, func¢des fisiologicas e regulacdo (Bianco & Kim,

2006; Henneman & Visser, 1997; St Germain & Galton, 1997).

Os efeitos dos HTs sobre a diferenciagdo e desenvolvimento celular
decorrem da ligacdo destes hormdnios a receptores nucleares (TRs) que agem

como fatores transcricionais, modificando a expressao de diversos genes
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(Forrest et al., 1991; Oppenheimer & Schwartz, 1997). Estes receptores séo
codificados por dois genes distintos, c-erb-Aa e c-erb-Af. Os TRs podem
formar dimeros com os receptores de acido retindico (RXRs), o que pode

interferir com o efeito biolégico de T3 (Puzianowaska-Kuznicka et al., 2008).

1.7.1. Os Astrocitos e hormonio tireoideano

A principio acreditava-se que os astrocitos apds converterem T4 a T3
liberavam o hormonio bioativo para ser usado pelos neurbnios. Isto porque 0s
astrocitos expressam a D2, que parece ser de grande importancia no encéfalo
durante o periodo embrionario e pds-natal precoce (Obregon et al., 1991,
Trentin, 2006), quando T4 é a principal fonte hormonal. Contudo, assim como
neurdnios e oligodendrdcitos, os astrocitos também sédo células-alvo para os
HTs durante o desenvolvimento do encéfalo (Gould et al., 1990). T3 regula o
namero de astrocitos e a maturacdo das células gliais de Bergmann no
cerebelo de rato (Clos et al., 1980). Mais ainda, Sharlin et al. (2008)
demonstraram que o HT favorece a geracdo de astrocitos em detrimento de
oligodendrdcitos. Quanto maior o nivel de T4 no sangue, maior o niumero de

astrocitos e menor o numero de oligodendrdcitos (Sharlin et al., 2008).

Nosso laboratério vem ao longo dos anos demonstrando a importancia
do T3 na regulacdo do crescimento e diferenciacdo astrocitaria. Trentin &
Moura Neto (1995) demonstraram que T3 e meio condicionado, produzido apés
tratamento dos astrécitos com este horménio, induzem a proliferacdo de
astrocitos cerebelares com aumento substancial da expressdo de vimentina,

proteina expressa nos estados proliferativos, além de alterar a distribuicdo de
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GFAP, gue se organiza ao redor do nucleo celular, e de fibronectina, que se
torna difusa na matriz extracelular. Os meios condicionados com astrocitos de
hemisfério cerebral de ratos normais ou hipotiredideos sédo capazes de induzir
rapida mudanca morfolégica em astrdcitos, que passam de protoplasmaticos a
fibrosos (Trentin et al., 1995). Este meio condicionado contém fatores que
sensibilizam mais profundamente os astrocitos obtidos de animais

hipotiredideos do que as células normais (Trentin et al., 1995, 2001).

O HT induz a diferenciacdo de astrocitos corticais e proliferacdo de
astrocitos cerebelares na dependéncia do estadgio de desenvolvimento
encéfalico. Enquanto estruturas mais jovens respondem ao HT com
proliferacdo, como € o caso do cerebelo recém-nascido, as estruturas mais
maduras se diferenciam, como observado com o cerebelo pés-natal de 10 dias.
Este efeito do HT é autdcrino e se caracteriza principalmente pela inducao da
sintese de fatores de crescimento e citocinas pelas suas células-alvo. Assim,
T3 leva os astrocitos corticais que diferenciam a secretarem provavelmente um
fator IGF-simile, enquanto que o cerebelo € capaz de secretar EGF, TNFp e
fator de crescimento basico de fibroblasto (bFGF). Este ultimo, que parece
estar envolvido com a proliferacdo no cerebelo, também aumenta a proliferacéo
de células tumorais, como o glioma C6 de rato (Trentin et al., 2002). No
entanto, o HT também apresenta um efeito paracrino, fazendo com que os
astrocitos cerebelares liberem fatores de crescimento como EGF e TNFS que
aumentam em cerca de 80% a proliferacdo de neurbnios granulares do

cerebelo (Gomes et al., 1999; Martinez & Gomes, 2005).

Os efeitos de T3 sobre os astrocitos também incluem um aumento

significativo da sintese protéica, que € melhor observado nos astrocitos de
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hemisfério cerebral (Lima et al., 1998). T3 também induz a sintese de GFAP
nos primeiros passos da diferenciacdo astrocitaria, ou seja, favorece a
maturacdo destas células (Lima et al., 1998). Ja& na microglia, T3 favorece o
crescimento e diferenciacdo morfolégica durante o desenvolvimento via

receptores nucleares al e 1 (Lima et al., 2001).

A capacidade dos astrocitos de responderem ao HT é mantida durante a
transformacao tumoral. A célula U373, uma inhagem de astrocitoma humano,
mantém a capacidade de responder ao HT e expressar miosina Va, um motor
molecular baseado em actina de reconhecida presenca no SN, sob controle

positivo de T3 (Martins et al., 2009).
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2.  JUSTIFICATIVA

A andlise do desenvolvimento de camundongos entre 5 e 15 dias
embrionarios (E5 a E15) mostrou que sinemina H/M € produzida téo
precocemente quanto a nestina e vimentina. Ela é encontrada no futuro
ectoderma neural em EG6,5, quando poderia estar correlacionada com a
migracdo das células da crista neural e células endoteliais (Izymiryan et al.,

2008).

Até o presente momento nada se sabe a cerca da distribuicdo das
isoformas de sinemina durante o programa de diferenciacdo celular, menos
ainda sobre sua possivel modulacdo por T3, horménio responsavel por
orquestrar o desenvolvimento biolégico, através também da determinacédo do
estado celular, proliferacédo, diferenciacdo e maturacao celular. Este efeito de
T3 na atividade celular que ocorre via regulacdo de diversas proteinas,
incluindo os marcadores dos diferentes estagios celulares, como nestina e
vimentina, as quais surgem precocemente durante o desenvolvimento

embriolégico, assim como a sinemina H/M.

Face estas assertivas nos perguntamos qudo precoce seria 0
surgimento das isoformas de sinemina; se elas ja estariam presentes nas
células-tronco embrionarias pluiripotentes; se sinemina seria um efetivo
sinalizador do ganho morfogenético e funcional durante o desenvolvimento de
tecidos e orgaos, no curso da diferenciacao celular; e mais ainda, se o HT, T3,
que é considerado um hormoénio relégio do desenvolvimento, modularia a

sintese de suas isoformas.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar o nivel de sinemina H/M durante o programa de diferenciacéo
celular a partir de CTES, e se 0 hormonio tireoideano, T3, regularia sua sintese,

como uma representacdo de uma maior maturidade celular.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Investigar a distribui¢cdo de sinemina H/M em embrido de camundongo.

e Avaliar a presenca de sinemina H/M em células neurais saudaveis e sob

condicdes patoldgicas, tumores gliais.
e Analisar a presenca de sinemina H/M em CTEs pluripotentes.

eAnalisar a distribuicdo das isoformas de sinemina durante a

diferenciagao neural de CTEs induzida por AR.

e Correlacionar a distribuicdo de sinemina H/M com outros marcadores de

diferenciacéo neural, nestina vimentina e GFAP.

¢ Avaliar a modulacédo da sintese de sinemina H/M por T3 em glioblastoma

humano.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. ANIMAIS

Ratos da linhagem Wistar e, por vezes, camundongos suicos foram
utilizados neste trabalho para as culturas primarias de neurdnios, astrécitos
corticais e microglia. Os animais foram criados no biotério do Departamento de
Anatomia, do Instituto de Ciéncias Biomédicas, no Centro de Ciéncias da
Saude, UFRJ. Foram utilizados ratos recém nascidos (PO = dia do nascimento)
para 0s experimentos in vitro, respeitando as normas do Comité do Centro de

Ciéncias da Saude (Protocolo DAHEICB015).

4.2. CULTIVO CELULAR
4.2.1. Cultura de neurdnios, astrocitos e células da microglia

As culturas de neurdnios, astrgcitos e células da microglia foram feitas a
partir de coOrtex cerebral de ratos PO, de acordo com procedimentos
previamente descritos (Lima et al., 2001; Moura Neto et al., 1983; Thery et al.,
1991; Trentin & Moura Neto, 1995). Resumidamente, apds remocdo da
meninge e disseccdo dos hemisférios cerebrais, mantidos em PBS-glicose
(tampéo salina fosfato com 0,6% de glicose), as células foram dissociadas com
pipeta Pasteur e os fragmentos ndo dissociados sofreram decantacdo. Apos
centrifugacdo do sobrenadante (1500 rpm por 5 minutos), o precipitado foi
ressuspendido e plagueado em garrafas de cultura contendo meio sem soro
(MSS) consistindo de DMEM-F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient

Mixture F-12) (Gibco; Carlsbad, CA, EUA), acrescentado de 33mM de glicose,
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2mM de glutamina, 3mM de bicarbonato de sddio, 0,5mg/ml de
penicilina/estreptomicina e 2,5ug/ml de fungizona. Para o cultivo de neurénios
estas células foram plaqueados em garrafas de 25cm? (TPP) e cultivadas por
24h em MSS. J& para a cultura de astrocitos, foi adicionado 10% (v/v) de soro
fetal bovino (SFB) ao meio, que passa a ser denominado de meio com soro

(MCS).

Os astrécitos foram plaqueados em garrafas de 25 cm? ou em pocos de
16,2 mm (placa de 24 pocos) (TPP). Apos 48 horas, as células foram lavadas
com uma pipeta Pasteur para a retirada dos neur6nios ainda remanescentes. O
meio de cultura foi trocado em dias alternados. Apdés 7-10 dias, quando a
cultura alcancou aproximadamente 70% de confluéncia, realizamos a extracéo

de proteinas ou imunocitoquimica.

Para o cultivo da microglia, foi inicialmente realizado o cultivo de
astrocitos em garrafas de 75 cm? (TPP) com troca do meio de cultura apenas 6
dias apos o plagueamento e apds mais 6 dias apoés 2 ml de meio foi trocado.
No dia seguinte, as células da microglia foram isoladas. Apés agitacdo de 45-
60 min, as células microgliais dispersas no meio foram recolhidas e
centrifugadas a 4°C e 800 rpm por 8 minutos. O sobrenadante foi desprezado e
o precipitado ressuspendido. 3x10° células foram plaqueadas em garrafas de
25cm?® (TPP) com MCS. Apés 24h elas foram processadas para

imunocitoquimica.



46

4.2.2. Cultivo de linhagens celulares

Foram utilizadas linhagens celulares de astrocitos murinos produzidas
pela equipe do Dr. LI (CNRS UMR 7079, Franca), de célula de Schwann
(MSC80), de glioma humano A172 (ATCC, USA), de glioma de rato C6 (doadas
por Dra. Mary SOGAIAR, USP, Brasil), além de células de glioblastoma
humano obtidas a partir da intervencdo cirargica de pacientes do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF, UFRJ, Brasil) realizada pela
equipe do Dr. Jorge MARCONDES e denominadas Gbm02 e GbmO03. As
biopsias destes pacientes foram analisadas pela equipe da Dra. Leila
CHIMELLI (Servico de Anatomia Patologica, HUCFF, UFRJ, Brasil) que as
classificaram como glioblastoma de acordo com os critérios da OMS.
Fragmentos destas bidpsias foram cultivados com MCS renovado a cada dois
dias. ApOs atingirem a confluéncia as células tumorais foram repicadas com
tripsina para expansao das linhagens estabelecidas. Este trabalho faz parte do
projeto de pesquisa registrado no CONEP numero 2340 do Ministério da Saude

que autoriza o uso destas linhagens humanas.

Estas linhagens foram cultivadas em garrafas de 25 cm? ou em pocos de
16,2 mm (placa de 24 pocos) (TPP) com MCS. O meio foi trocado a cada 2
dias e apoOs atigirem a confluéncia realizamos a extracdo de proteinas ou

imunocitoquimica.
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4.2.3. Cultura de células endoteliais humanas

Células endoteliais primarias humanas (HUVECs) foram doadas pela
Dra. Tércia ALVES (FIOCRUZ, Brasil). Elas foram obtidas através do
tratamento de veias umbilicais humanas com uma solucdo estéril de
colagenase IV 0,1% (Sigma) em PBS rico em glicose (Merck), conforme
método descrito originalmente por Jaffe et al. (1973). Com exce¢do do soro
fetal bovino (SFB, Cultilab, Campinas, BR) e do M199/HEPES (M199, Sigma),
todos os suplementos da cultura de células foram da Life Technologies do
Brasil. As células primarias foram cultivadas em M199/HEPES suplementadas
com 20% de SFB 2mM de L-glutamina, 100ug/ml de penicilina, 2,5ug/ml
anfotericina e 100ug/ml gentamicina. As HUVECs foram mantidas a 37°C, em

atmosfera umida com 5% de CO, até atingirem a confluéncia.

4.2.4. Cultivo de células-tronco embrionérias e diferenciacao neural

Foram utilizadas CTEs murinas ES-UMR7079 do laboratorio do Dr. LI
(CNRS-UMR 7079, Franca), ES-CGRS, gentiimente doadas pelo Dr. PUCEAT
(INSERM-UMRS861, Franca), ES-CK35, gentilmente doadas pelo Dr. MOULY
(UMR S 787, Franca) e ES-USP, gentiimente cedidas pela Dra. Lygia
PEREIRA (USP, Brasil). Assim, pudemos analisar a expressao das isoformas
de sinemina sem a interferéncia de um possivel comprometimento fenotipico
especifico, ja que em seus laboratérios de origem estas células sdo usadas pra

diferenciacéo de tipos celulares distintos.
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As colbnias de CTEs foram cultivadas com DMEM/F12, 180mM de
glutamina (Gibco), 0,1mM de aminoacidos ndo essenciais (Gibco), 50ug/ml de
gentamicina, 110uM de B-mercaptoetanol (Gibco), 15% de knockout serum
replacement (KSR, Invitrogen), e 1ug/ml de LIF. Com excec¢édo das células ES-
CGRS8, as colbnias de CTEs foram plaqueadas na presenca de fibroblastos
murinos (MEF) inativados com 10ug/ml de mitomicina C (Sigma) por 3 ou 4

horas.

Células ES-USP foram diferenciadas em neurdnios. Inicialmente suas
colonias foram cultivadas por 2 dias sobre MEF e em seguida transferidas para
placas de cultura ndo aderentes, em meio sem LIF e com o KSR substituido
por SFB. Apés dois dias os corpos embridides (EBs) formados foram repicados
e a diferenciacdo neural foi induzida pelo tratamento com 2uM de &cido

retindico (AR; Sigma) por quatro dias.

Para cultivo das MEFs, embrides de camundongo E12-E14 tiveram sua
cabeca, visceras e coragdo removidos. O restante do corpo foi dissociado com
0,02% de tripsina e homogeneizado com pipeta Pasteur. Ap0sS no maximo
25min a 37°C a tripsina foi inativada com SFB e a suspensédo celular
centrifugada a 1000rpm. O precipitado celular foi plaqueado nas garrafas de
25cm® e as células mantidas em MCS adicionado de 110uM de B-

mercaptoetanol (Gibco).

Todas as células utilizadas neste trabalho foram mantidas em estufa a
37°C com 5% de CO, até serem analisadas por RT-PCR, gel bidimensional,

Western blot ou imunocitoquimica.
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4.3. TRATAMENTO DAS CELULAS GBM02 EM CULTURA COM

HORMONIO TIREOIDEANO, T3

Para o tratamento hormonal com T3 30 x 10* células de Gbm02 foram
plagueadas em poco de 34,5 mm (placa de 6 pocos, TPP) e cultivadas com
MCS livre de HT. Apés 24h o meio foi trocado e o SFB livre de HT foi reduzido
para 0,5%. No dia seguinte as células foram lavadas com MSS e mantidas
neste meio por 4 horas. Em seguida as células foram incubadas com 50 nM de
T3 (Sigma) por 24 horas. Culturas controle foram obtidas mantendo as células

em MSS.

Para obtencdo do SFB livre de HT foi realizada a deplecdo de T3 e T4
como descrito por Samuels e et al. (1979). Para tal, 100 ml de SFB foi incubado
com 5¢g de resina AG 2-X8 (Bio-Rad) por 5 horas a temperatura ambiente em
agitacao. Apoés a decantacao da resina o soro foi incubado com nova resina AG
2-X8 (5g) por 18 horas em agitacao a 4°C. Ao téermino deste periodo o soro foi
centrifugado a 10.000rpm por 20 minutos. O SFB livre de HT foi entéo

cuidadosamente recolhido e armazenado até o uso a -20°C.

4.4, ENSAIOS DE INCORPORAGCAO DE TIMIDINA

As células tumorais Gbm02 foram plaqueadas na densidade de 7,5x10*
células/16,2 mm (placas de 24 pocos, TPP). Apos 18 horas do inicio do
tratamento hormonal, células controle e tratadas com T3 foram incubadas com
1pCi de timidina-[*H], produzida por IPEN/CNEN (S&o Paulo, SP, Brasil). Apés
mais 6 horas de incubacéo, perfazendo um total de 24 horas de tratamento, o

meio dos pocos foi cuidadosamente retirado e 250ul de acido tricloroacético
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(TCA) foi adicionado, de acordo com procedimentos previamente descritos
(Erlich et al., 2007). As placas foram congeladas a -20°C e posteriormente
descongeladas a temperatura ambiente. A medida da incorporacéo de timidina
radioativa pelas células foi feita em um cintilador beta (Packard 1600 TR).

Foram realizados trés experimentos independentes, cada um em triplicata.

T3 Timidina H>* TCA
¥ | 4 .
oh 18h 24h

Figura 4: Esquema temporal representativo dos ensaios de proliferagéo.

4.5. ANALISE DO CITOESQUELETO NEURAL
4.5.1. Imunomarcacéo in toto

Camundongos de 15 dias embrionarios (E15) foram fixados pernoite
com formaldeido 4%-PBS-Triton 1% (Riedel de Haen-Alemanha). Em seguida
foi realizado o bloqueio da peroxidase enddégena com 3% de perdxido de
hidrogénio durante 5h. Os sitios ndo especificos foram inativados com solugéo
PBS acrescida de 3% de leite e 1% de Triton X-100 (PBSMT) durante 2 horas.
Em seguida os embrides foram incubados com anticorpo policlonal anti-
sinemina H/M* (1:400) pernoite. Ap6s lavagens com PBSMT, os embrides

foram incubados com anticorpo secundéario anti IgG de coelho conjugado a

! Anticorpo anti-exon 5 de sinemina de camundongo produzido no laboratério do Dr Z. LI, capaz
de reconhecer as isoformas H e M.
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peroxidase (1:300; Amersham Biosciences) pernoite. Apds lavagens com

PBSMT a deteccédo imunoldgica foi realizada com solugdo DAB.

4.5.2. Imunocitoquimica

As células aderidas as laminulas de vidro foram fixadas com metanol
gelado por 5 minutos e, depois de serem lavadas com PBS, foram
permeabilizadas com PBS-Triton (0,1% de Triton X-100) por 5 min. Em
seguida, os sitios inespecificos foram bloqueados com PBS-BSA-5% durante 1
hora. Apos novas lavagens com PBS, as células foram incubadas por 12 horas,
a 4°C, com o anticorpo primario policlonal anti-sineminaH/M (1:5000) e

monoclonal anti-vimentina (1:500; DAKO) ou Ki67 (1:300; DAKO).

A incubacdo com anticorpo secundario foi realizada a temperatura
ambiente, por 1 hora. Foram usadas imunoglobulinas anti- 1IgG de coelho
conjugadas ao fluorocromo rodamina (1:400; Alexa Fluor 546, Molecular
Probes) e anti-lgG de camundongo conjugada a fluoresceina (1:300; Alexa
Fluor 488, Molecular Probes). Controles negativos foram obtidos com a
omissdo de anticorpos primarios e nestes casos nao foram observadas
imunoreacgdes inespecificas. Os nucleos foram marcados por DAPI (40,6-
Diamidino-2-phenyindole dilactato; Sigma Chemical). Apdés a incubacado, as
laminulas foram lavadas com PBS e montadas sobre laminas com N-Propil-
galacto/PBS (0,2M). As ceélulas foram observadas em microscopio de
fluorescéncia invertido (Nikon), equipado com camera digital (CoolSNAP-Procf

color, ROPER SCIENTIFIC/TM Photometrics) para captura de imagem.
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A expressdo de vimentina foi presumida a partir da quantificacdo da
densidade optica (O.D.) de sua imunomarcacdo. As imagens foram sempre
obtidas com 50 segundos de exposicdo em no maximo 48 horas apés o
término da imuno. Elas foram analisadas no programa Adobe Photoshop 7.0,
que fornece um histograma da luminosidade da foto e quantifica sua O.D. como
quantidade de pixels presente. Estes dados foram normalizados pelo namero
de células (contagem da marcacdo nuclear por DAPI) e expressos como
relacdo de O.D. da vimentina pelo numero total de células. Foram analisadas
10 fotos das imunocitoquimicas de cada condi¢do (controle e tratada com T3)

realizadas a partir de trés culturas feitas independentemente (n=3).

4.5.3. Imunocitoquimica dos corpos embridides, EBs

Os EBs controles e diferenciados fixados com formaldeido e passados
em solucdes crescentes de sacarose (10%, 20% e 30%) foram congelados e
cortados no criostato. Cortes de 5um foram incubados com tampao citrato
(10mM) pH 6,0 por 10 minutos a 98°C para exposi¢cado dos sitios antigénicos.
Apos lavagens com PBS os cortes foram permebilizados com solug¢ao 0,1% de
Triton X-100 e 50nM de NH4CIl. A partir deste ponto o bloqueio dos sitios
inespecificos e incubacbes com anticorpos primarios e secundarios ocorreram

como descrito em 4.5.2.

Como anticorpos primarios foram utilizados os policlonais anti-sinemina
H/M (1:500) e anti-GFAP (1:400; Dako Cytomation) e os monoclonais anti-
BLBP (1:100; Chemicon International), anti-nestina (1:200; Chemicon

International), e anti-p-tubulina Il (1:1000; Promega Corporation).
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As células positivas para cada FI e o numero total de células
constituindo o EB foram contados. Os resultados foram expressos como
percentual de células IF positivas por EB. Foram analisadas 10 fotos de cada

experimento realizado independentemente (n=3).

4.5.4. Imunohistoquimica

Tumores neurais obtidos através de biopsia de pacientes do Hépital
Sainte Anne (Paris, Franca) e Hospital Clementino Fraga Filho (UFRJ, Brasil)
foram fixados com formol e emblocados em parafina em seus respectivos
laboratorios de anatomia patologica. A imunohistoquimica destes tumores foi
feita de acordo com Faria et al. (2006). Resumidamente, cortes histologicos de
5um foram desparafinizados com xilol e incubados com tampé&o citrato (10 mM)
pH 6,0 por 45 minutos a 98°C para exposicdo dos sitios antigénicos. A
peroxidase enddgena foi inativada com 3% de peroxido de hidrogénio durante
5 minutos. Os sitios inespecificos foram bloqueados com solucdo de bloqueio
do kit Immunotech Universal HRP Immunostaining System (Beckman Coulter
PN IM 1476) durante 5 minutos. Em seguida os cortes foram incubados nos
anticorpos primarios anti-sinemina-H/M (1:300) ou GFAP (1:500) por 1 hora. O
anticorpo secundario biotinilado (kit Imunotech) foi incubado por 30 minutos.
Apoés lavagens com PBS a estreptoavidina-peroxidase foi incubada por 45
minutos. As imunomarcacdes foram reveladas com DAB. Os nucleos foram
contra-corados com hematoxilina e as laminulas montadas com PERMOUNT.
O anticorpo primario foi omitido para obtencéo do controle negativo. A analise

imunohistoquimica foi realizada em microscépio de luz TE 300 (Nikon, Japé&o) e
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documentada em uma camera CoolSNAP-Procf (ROPER Scientific

Photometrics; Japao).

4.6. METODOS ELETROFORETICOS E WESTERN BLOT

4.6.1. Preparo do extrato total de proteinas das células mantidas

em cultura

O extrato total das células foi obtido apds a lavagem das monocamadas
confluentes com PBS gelado. As células foram raspadas com tampéo de lise
consistindo de 10mM de Tris, 2mM de EDTA e 1mM de benzamidina. Os
extratos celulares foram sonicados e tratados com tampéao de amostra [2,5mM
de ditiotreitol (DTT), 1,7mM de SDS, 400mM de Tris pH 6.8 e 50% de Glicerol],
fervidos por 5 minutos e armazenados a —20°C até o momento do uso em
SDS-PAGE. As amostras 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 absor¢cdo maxima do
corante de 465 nm para 595 nm, permitindo que sua concentracdo possa ser
estimada dentro de uma curva padrdao de proteina de referéncia com

concentracao previamente conhecida.

4.6.2. Eletroforese bidimensional (isoeletrofocalizacéo, IEF)

Na eletroforese bidimensional, as proteinas sdo separadas de acordo

com seu ponto isoelétrico na primeira dimensdo eletroforética
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(isoeletrofocalizacdo, IEF) e seu peso molecular na segunda dimensao
eletroforética (SDS-PAGE); o que confere uma melhor e mais eficiente

separacao protéica das amostras biolégicas.

A andlise por isoeletrofocalizacdo (IEF) da sinemina H/M foi realizada
como descrito por O’Farrell (1975). Resumidamente, para o IEF foi feito um gel
de acrilamida contendo uma mistura de anfolitos na faixa de pH de 3,5 a 10
enriguecida na faixa de 5 a 8. Este gel foi pré-focalizado por 15 minutos a
200V; 30 minutos a 300V e 30 minutos a 400V. Posteriormente foram aplicados
200 pg de proteina das células ES-UMR7079, ES-CGR8 e ES-CK35, as quais
migraram a 400V durante 16h e posteriormente 800V durante 2h. Foram
utilizadas como solugdes catodica o NaOH (20mM) e anddica o HzPO4 (10mM).
Em seguida o gel foi equilibrado durante 20 minutos com tampdo SDS-
O’Farrell, que continha 10% de glicerol, 2,3% de p-mercaptoetanol, 62,5mM em
Tris pH 6,8. Assim, este gel de primeira dimenséo ou IEF ficou pronto para ser

aplicado sobre o gel de segunda dimenséo ou SDS-PAGE.

A tabela 4 apresenta as diferencas dos pls e pesos moleculares teéricos
das sineminas H e M presentes em camundongos obtidos a partir da analise de

suas sequéncias aminoacidicas.

Tabela 4: Descricédo do ponto isoelétrico e peso molecular teéricos da

sinemina H e M de camundongos.

Sinemina Sinemina M

pl tedrico 53 531
PM (kDa) 160 130

Ponto isoelétrico: PI; peso molecular: PM.
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4.6.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cbes

desnaturantes (SDS-PAGE)

Os extratos celulares (20ug de proteina total) ou a primeira dimenséao do
IEEF foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida, na presenca
de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), segundo o método de Laemmli
(1970). O gel de poliacrilamida consiste de gel concentrador (stacking gel,
25Mm de Tris/HCI, pH 6,8; 0,1% de SDS, 5% de acrilamida e 0,13% de
bisacrilamida) e um gel de corrida (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 25mA, 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 deteccdo imunoldgica de sinemina H/M,

Oct 3/4, NeuN, a-tubulina e ciclofilina B.

4.6.4. Transferéncia de proteinas

Apés 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 tampéao 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. ApGs a transferéncia, as membranas de PVDF foram

coloridas com Vermelho de Ponceau (Pharmacia), para visualizacdo das
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proteinas transferidas e entdo incubadas numa solucdo bloqueadora de sitios
inespecificos consistindo de TBST [20mM de Tris-HCI pH 7,6 e 137mM de
cloreto de sédio com 0,1% Tween 20 (Merck)] acrescido de 5% de leite em pé
desnatado, durante 1h, lavadas com TBST e incubadas com anticorpos como

descrito a seguir.

4.6.5. Revelacdo imunolégica

As membranas de PVDF foram incubadas com anticorpos primarios
policlonais anti sinemina H/M ou anti-ciclofilina B (1:5000; Affinity BioReagents),
monoclonais anti-Oct 3/4 (1:100; Santa Cruz), anti-NeuN (clone A60; 1:1000;
Chemicon) ou anti-a-tubulina (1:5000; Dako) durante toda a noite a 4°C. A
seguir, foram realizadas novas lavagens em TBST seguidas por uma segunda
incubacgédo, por uma hora a temperatura ambiente, com o anticorpo secundario
anti-lgG de coelho ou camundongo conjugado a peroxidase (1:5000;
Amersham Biosciences). Mais lavagens em TBST foram feitas. Por fim, o
complexo antigeno-anticorpo foi revelado através do método de intensificagéo
da quimioluminescéncia pelo luminol (Super Signal WestPico, Synapse). O
método ECL consiste basicamente na oxidagdo do luminol, reacdo catalisada
pela peroxidase, em presenca de peroxido de hidrogénio. Intensificadores
guimicos sustentam a emissdo de luz do luminol, que imprime as bandas
correspondentes as proteinas imunodetectadas em filmes radiograficos. Esses
filmes, entéo, foram revelados com HC-110 (Kodak) e fixados (fixador para raio

X Dental/ Kodak).
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Os filmes radiograficos dos Western blots para sinemina H/M e cicloflina
B foram escaneados para analise densitométrica, a qual foi realizada através
do programa Scion Image (National Institute of Health). As bandas das
isoformas H e M de sinemina e de Ciclofilina B foram mensuradas, o peso
molecular determinado e a intensidade do sinal apresentada como unidades
arbitrarias da densidade optica (0O.D.). O Western blot da Ciclofilina B foi
utilizado para corrigir as bandas imunodetectadas das isoformas de sinemina.
Os resultados foram expressos como a relacdo da O.D. das duas proteinas
(isoformas de sinemina por Ciclofiina B). Foram analisados os filmes

radiogréaficos de 3 ensaios feitos independentemente (n=3).

4.7. ANALISE POR RT-PCR

O RNA total das células e embrido E9,5 foi isolado em Trizol Reagent
(Invitrogen) de acordo com as instrucdes do fabricante. Aliqutotas de 1lug de
RNA total foram amplificadas usando os seguintes primers descritos na Tabela
5. O PCR foi realizado como descrito por Xue et al. (2004). Os produtos do RT
foram amplificados em um volume total de 50ul contendo 200ng de cada
primer, 200uM de dNTP, 1x tampdo de PCR e 1lul de Taq polymerase Il
(Clonetech). Foram realizados 25 ciclos de desnaturacdo (94°C por 1 min),

anelamento (62°C por 1 min) e elongacéao (72°C por 3 min).

Tabela 5: Descricao dos primers usados no PCR

GFAP S’-TGGATTTGGAGAGAAAGGTTGAAT-3’
5’-CGATAGTCGTTAGCTTCGTGTTTG-3’

Nestina 5’-AGGCTTCTCTTGGCTTTCCT-3’
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5’-TGGATCATCAGGGAAGTGGT-3’

Sinemina H
5’-GAG AGT GAT TGA CAG CCT GGA
GGA-3’

SineminaM 5-AGA AGAGCCACTTTCTTCTCAT-3’

SineminaL 5’-ACACGGTGTGCTACCACCGTCTGC-3’
5’-AGA AGA GCCACT TTCTTC TCA T-3’

Vimentina 5’-GATTTCTCTGCCTCTGCCAAC-3’
5’-GTGATGCTGAGAAGTCTCAT-3’

4.8. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica de todos os resultados foi realizada utilizando-se o
teste-t de Student ou ANOVA seguido do teste Dukey no GraphPad Prism 5.
Para todos os testes, o nivel de confianca escolhido foi de 95% (p<0,05). Os
dados representam a média £+ DP de 3 experimentos diferentes para cada

condicéao.
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5. RESULTADOS

5.1. DISTRIBUICAO DAS ISOFORMAS DE SINEMINA NO SISTEMA

NERVOSO

A sinemina esta presente no sistema nervoso normal (Izmyrian et al.,
2006; Sultana et al., 2000) e sob condi¢cGes patolégicas como a sindrome de
Walker —Warburg, (Tawk et al. 2003) e gliomas (Jing et al., 2005; 2007). Ela
esta presente ainda na vida embriologica, em diferentes tecidos (Izmyrian et al.,

2008).

Na expectativa de melhor compreender o perfil de distribuicdo de
sinemina H/M nos tecidos embrionarios realizamos sua imunomarcacéao in toto
em embrido de camundongo E15,5, periodo em que ambas as isoformas
encontram-se presentes (Izmyrian et al. 2008). Sinemina H/M esta presente na
epiderme e nos capilares que fazem sua nutricdo (figura 5A), assim como no
sistema nervoso central e periférico, onde foi encontrada na saida dos nervos
espinhais (figura 5B). No sistema muscular pudemos observar esta proteina
tanto em musculos esqueléticos e cardiacos, quanto na musculatura lisa,
ilustrada pela marcacdo na parede pulmonar e também nas visceras deste

embrido, sobretudo no intestino, estbmago e bexiga (figura 5B).

Para analisar o perfil de distribuicio das sineminas H e M,
discriminadamente, no SNC nés inicialmente avaliamos suas sinteses por
Western blot. A figura 6 mostra que apenas a sinemina M, migrando com um
peso molecular aparente de 150kDa, € encontrada em astrocitos corticais

neonatos. Ja em neurdnios corticais PO, ambas as isoformas sdo ausentes
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(6A). Da mesma maneira, no SNC adulto apenas a sinemina M esta presente.
Porém no musculo liso do pulmdo de camundongo adulto, utilizado como

controle positivo, encontramos as sineminas H e M (6B).

Figura 5: Distribuicdo de sinemina H/M em embrido de camundongo E15,5.
Imunomarcacédo in toto para sinemina H/M em camundongo E15,5 vista externamente (A) e
internamente (B). Sinemina H/M foi detectada na epiderme e nos capilares que a irrigam
(setas). Ela também foi encontrada no sistemas nervoso central (SNC) e periférico (SNP), em
musculos estriados (Me), cardiaco (Mc) e liso, como parede pulmonar (P), além das regido

visceral (*), com destaque para os intestinos (In), estdmago (Es) e bexiga (Be).

Como a sinemina H/M necessita de outro FlI para formar o filamento
(Bellin et al.,, 2001; Khanamiryan et al., 2008; Moon & Lazarides, 1983;
Schweitzer et al., 2001; Titeux et al. 2001), nés investigamos a expressao de
seus possiveis parceiros nas células gliais, maior populacdo celular do SN.

Assim, realizamos a caracterizacdo génica da expressdo das isoformas de
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sinemina (H, M e L), vimentina, GFAP e nestina em astrdcitos e células de

Schwann.
Camundonge PO Camundonge adulto
Sm-H
(190 kDay < v
Sin-M — Sin-M
(160 kDa) <~ (160 kDS | ™ -
) < & N
?:}Q .E.to ¥ q@é’e
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Figura 6: Caracterizacdo da distribuicdo de sinemina H/M no SNC. A- Western blot para
sinemina H/M da cultura de astrécitos (Ast) e neurdnios (Neu) obtidos do cértex de
camundongo PO. B- Western blot para extratos totais de encéfalo (Enc), e de suas regibes,
cértex (Cx), mesencéfalo (Ms) e cerebelo (Cb), além de pulmao, obtidos de camundongos
adultos. Apenas a sinemina M foi detectada em astrécitos neonato, encéfalo e regibes
encefalicas de camundongos adultos, ao contrario do pulmdo que também apresenta a

sinemina H. Foram usados para este ensaio gel fracionador com 7% de acrilamida.

Pudemos observar a partir de RT-PCR de RNAm obtido de astrocitos
(Fig. 7) e células de Schwann (Fig. 8A) a expressdo do RNAmM das sineminas H
e M, mas nao da sinemina L. Entdo, para avaliar o estagio de desenvolvimento
em que a sinemina € expressa, realizamos a RT-PCR para vimentina, GFAP e
nestina em ambos tipos celulares (Figs. 7, 8A e B). Desta forma, pudemos
verificar que ambos o0s tipos celulares também expressavam RNAmM de
vimentina e nestina. Porém, sé conseguimos detectar, ainda que em menor

grau, o RNAmM de GFAP nos astrocitos (Fig. 7).
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Figura 7: Analise da expressao génica das isoformas de sinemina e dos marcadores de
diferenciacdo neural em astrécitos. RT-PCR para sinemina H/M (Sin H/M) e L (Sin L),
vimentina (Vim), GFAP e nestina (Nest). Foram detectados os RNAm codificantes de sinemina

H e M, vimentina, GFAP e nestina (*). Marc: marcador de peso molecular em pares de base.
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Figura 8: Analise da expressdo génica das isoformas de sinemina e dos marcadores de
diferenciacdo neural em células de Schwann. RT-PCR para sinemina H/M (Sin H/M) e L (Sin
L), vimentina (Vim), GFAP e nestina (Nest). Foram detectados os RNAm codificantes de

sinemina H e M, vimentina e nestina (*). Marc: marcador de peso molecular em pares de base.

Quando observamos a distribuicdo de sinemina H/M em astrdcitos,
verificamos que ela obedece ao padréo filamentar dos Fls, estendendo-se por

toda célula a partir do nucleo (Fig. 9A). Na periferia ha uma concentracao desta
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proteina nos TNTs, canais membranares responsaveis por interacdes célula-
célula (Baluska et al., 2004; Rustom et al., 2004), detectados pela primeira vez
em astrocitos por Pontes et al. (2008). A sinemina H/M também é expressa na
microglia, célula envolvida nos mecanismos de defesa do SN (Fig. 9B), e nas
células endoteliais de corddo umbilical humano, HUVEC (Fig. 10), o que
poderia representar sua presenca no endotélio em geral. Nestas células sua
distribuicdo também correspondeu a de um tipico FI e, assim como nos

astrocitos, também verificamos a sinemina H/M nos TNTSs.

Para confirmar a presenca de sinemina H/M nos TNTs fizemos sua
imunomarcacdo concomitantemente a da actina, que esta reconhecidamente
presente nestas regides (Pontes et al., 2008; Rustom et al., 2004). A figura 11
(A-C) mostra que a sinemina H/M presente em astrgcitos corticais acompanha
a distribuicdo de actina, sendo igualmente rica nos TNTs e regido do cortex
celular. Contudo, a sinemina H/M é intensamente marcada no centro da célula,

sobretudo na regido nuclear, onde néo se encontra a actina.
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Sinemina HIM

Figura 9: Distribuicdo de sinemina H/M no SNC. Imunocitoquimica para sinemina H/M em
culturas de astrécitos corticais (A) e microglia (B). Os nlcleos estdo marcados por DAPI (azul).
E possivel verificar a distribuicdo filamentar da sinemina H/M por toda célula e se estendendo

aos TNT (setas).

Como, em astrocitos a distribuicdo de sinemina H/M esta intimamente
associada a de vimentina (Xue et al., 2004). Pudemos constatar que a

distribuicdo de vimentina é acompanhada pela de sinemina apenas na regido



66

central da célula, a partir do nucleo. Interessante foi verificar que apenas a

sinemina H/M foi detectada nos TNTSs e periferia celular (Fig. 12A-C).

Sinemina HIM

Figura 10: Distribuicdo de sinemina H/M em células endoteliais. Imunocitoquimica para
sinemina H/M em células endoteliais, HUVEC. Os nucleos estdo marcados por Dapi (azul). E

possivel verificar a distribuicdo filamentar da sinemina H/M por toda célula e se estendendo aos

TNTSs (setas).
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Sinemina HIM

Actina filamentar

Figura 11: Presenca de sinemina H/M em TNT de astrécitos corticais. Imunocitoquimica
para sinemina H/M (A) e actina (B) em astrdcitos corticais secundarios. C: sobreposi¢éo de A e
B. A distribuicdo de sinemina H/M acompanha a de actina, estendendo-se ao cOrtex celular
(seta larga) e, sobretudo, aos TNTs (setas). Ha uma forte marcagéo da sinemina H/M na regido

nuclear (*), area onde a actina nao esta presente.
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Sinemina H/M
Vimentina
Dapi

Figura 12: Presenca de sinemina H/M e vimentina em astrécitos corticais.
Imunocitoquimica para sinemina H/M (A) e vimentina (B) em astrécitos corticais secundarios. C:
sobreposicdo de A e B. Vimentina foi distribuida de maneira filamentar a partir do ndcleo
celular, acompanhando parcialmente a distribuicdo de sinemina H/M. Porém, apenas sinemina

H/M foi encontrada nos TNTs (setas).

5.2. PRESENCA DE SINEMINA EM TUMORES

Além da sua presenca em células gliais sadias, a sinemina H/M foi
recentemente reportada em gliomas humanos, onde parece estar envolvida

com a migracao destas células (Jing et al., 2005; 2007; Pan et al., 2008).

Neste trabalho de tese, caracterizamos a distribuicdo de sinemina H/M

em tumores do SN. Em colaboracdo com o Departamento de Anatomia
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Patolégica do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HCFF), UFRJ e
Hoépital Saint Anne, Paris, realizamos a imunohistoquimica para sinemina H/M
em cortes histolégicos de biopsia de pacientes acometidos com glioblastoma
(HUCFF) e ependimoma, o terceiro mais frequente tumor glial em criancas

(Hopital Saint Anne).

No SN adulto sadio, a sinemina H/M foi detectada, como de fraca
presenca na substancia branca adulta (Fig. 13A), ao contrario, o plexo coréide
apresentou uma significativa imunoreatividade para sinemina H/M (Fig. 13B).
Em células de glioblastoma, que também continham GFAP, além das células
endoteliais do vaso sanguineo que irrigava o tumor, e em eritrocitos (Figs. 13C
e C’) a imunoreatividade de sinemina H/M foi nitidamente superior a encontrada

na substancia branca saudavel.

Porém, foi nos ependimomas que encontramos a mais exuberante
imunodeteccdo de sinemina H/M, a qual estava presente nas rosetas
ependimarias, arranjo tipico de células neoplasicas em torno de pequenas

luzes lembrando estrutura granular (Fig. 13D).

Como mostrado na figura 14A, a linhagem de glioblastoma humano,
Al172, foi imunomarcada para sinemina H/M. A distribuicdo desta proteina

ocorre de maneira semelhante a das células sadias (veja figura 9).
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Figura 13: Anédlise da distribuicdo de sinemina H/M em tumores do SN humano.
Imunohistoquimica para sinemina H/M em SN adulto humano saudavel, substancia branca (A)
e plexo coréide (B) e em tumores gliais humanos, glioblastoma (Gbm02; C) e ependimoma (D).
Inserto: Imunohistoquimica para GFAP em Gbm02 (C’). A imunoreatividade para sinemina H/M
€ quase imperceptivel na substancia branca (setas) e intensa no plexo coroide. Sinemina H/M
esta presente nas células de Gbm02, as quais também apresentam GFAP, além das células
endoteliais do capilar (seta larga) e eritrocitos (¥). Ependimoma possui uma grande
imunoreatividade para sinemina H/M, que também esta presente nas células ependimarias do

plexo cordide.

Analisamos a distribuicdo protéica das isoformas de sinemina H/M nas
linhagens de glioblastomas humanos produzidas em nosso laboratério a partir
da biopsia de pacientes do HUCFF, Gbms 02 e 03, e A172, além do glioma de
rato C6 por Western blot. A sinemina M foi detectada M em todos os tumores,

apresentando o mesmo padrdo de migracdo observado na glia normal
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(astrécitos corticais de rato), com 150kDa (Fig. 14B e C). Interessante que a

sinemina H foi detectada apenas nos gliomas, com excecéo de C6 (Fig. 14B).

A
Sinemina HIM
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Figura 14: Caracterizacdo in vitro de sinemina em gliomas. (A) Imunocitoquimica para
sinemina H/M na linhagem de glioma humano A172. Os nucleos sdo marcados por DAPI (azul).
Foi observada a distribui¢éo filamentar da sinemina H/M nesta célula. (B e C) Western blot para
sinemina H e M em extratos de proteina total de astrécitos corticais de rato (Ast), glioblastomas
humanos (Gbm02, 03 e A172) e na linhagem de glioma de rato, C6. Enquanto os astrécitos
corticais apresentaram apenas a sinemina M, os gliomas também apresentaram a sinemina H,

com excecao de C6.
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5.3. REGULACAO DA SINTESE DE SINEMINA H E M PELO

HORMONIO TIREOIDEANO, T3, EM GLIOBLASTOMA HUMANO

No decorrer dos anos tem sido demonstrada a importancia dos HTs na
regulacdo do desenvolvimento normal do SN, onde atua via modulacdo da
expressao de proteinas (Ahmed et al., 2008; de Escobar et al., 2007; Dussault
& Ruel, 1987; Koénig & Moura Neto, 2002; Zoeller & Rovet, 2004). Neste
contexto, nos perguntamos se a expressao das isoformas de sinemina também

estaria sob controle do HT, T3.

Como o nivel da expressdo de sinemina varia de acordo com a
heterogeidade dos gliomas e estas células mantém a propriedade de responder
ao HT (Martins et al., 2009), o glioblastoma humano, GbmO02, foi escolhido
como nosso modelo de estudo. Sabe-se ainda que o GbmO02, assim como
outros glioblastomas, guarda propriedades da glia normal, como a promocé&o

do crescimento neuronal (Faria et al., 2006).

Quando o GbmO02 foi tratado com T3 por 24h, ndo observamos alteracao
da morfologia poligonal destas células, comparativamente as células controle
mantidas em meio sem soro por igual periodo (Figs. 15A e B). No entanto,
imunocitoquimica para sinemina H/M revelou uma distribuicdo pontilhada desta

proteina, que foi bem mais intensa apos o tratamento com T3 (Figs. 16A e B).

O aumento da imunodeteccdo de sinemina H/M em GbmO02 foi
confirmado por Western blot. T3 aumentou as sinteses de sinemina H e M, em
3 e 2,5x, respectivamente. Para controle de carregamento foi utilizado

ciclofilina, um receptor citossolico ligante de ciclosporina A (Figs. 17A-C).
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Figura 15: Analise morfologica de glioblastoma humano tratado com T3.
Microfotogtafia em contraste de fase de Gbm02 controle (A) e tratado com T3
por 24 horas (B). O tratamento com T3 néo alterou o padrdo morfolégico das
células.
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Sinemina HIM

Figura 16: Analise da distribuicdo de sinemina H/M em glioblastoma humano apés
tratamento com T3. Imunocitoquimica para sinemina H/M em GbmO02 controle (A) e tratado
com T3 (B) por 24 horas. T3 aumentou a imunoreatividade de sinemina, que foi encontrada

com uma distribuicao pontilhada por toda célula.



75

Ct T3

Sin-H < ——
Sin-M < | —

A

Ciclofilina | —

B

OD Sinemina: ciclofilina

S H Sin M

(@'

Figura 17: Anélise da modulacao da sintese de sinemina H e M por T3 em glioblastoma
humano. Western blot representativo de sinemina H e M (A) e ciclofilina (B), usada como
controle de carregamento, contra 20ug de proteina total de GbmO02 controle (Ct) e tratado com
T3 por 24 horas. (C) Andlise densitométrica das imunodetecc¢des das isoformas de sinemina e
Ciclofilina. T3 induziu a sintese de ambas isoformas de sinemina nestas células. DO:
densidade 6ptica. Média + DP (P<0,05; n=3).

A presencga concomitante de sinemina H/M e vimentina, além desta ser
um reconhecido alvo do HT (Trentin & Moura Neto, 1995), nos levou a
investigar a modulacdo de sua expressdo em nosso sistema. De fato, assim
como para sinemina H/M, T3 nao alterou a distribuic&o filamentar da vimentina
(Figs. 18A e B). Porém, comparativamente ao controle, T3 aumentou em quase

2x a intensidade de marcacéo da vimentina (Fig. 18C).
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Figura 18: Efeito do hormdnio tireoideano sobre a distribu¢cdo de vimentina em
glioblastoma humano. Imunocitoquimica para vimentina em células controle (A) e tratadas
com hormdnio tireoideano (B). Insertos: (A’ e B’): sobreposicdo das imunomarcacbes de
sinemina H/M e vimentina. (C) Grafico representando a inducdo da expressao de vimentina por
T3 nestas células. D.O.: densidade 6ptica. Média +DP (n=3).

Além da diferenciacdo, T3 também modula a proliferagdo celular e,
portanto, n0s avaliamos seu efeito sobre o ciclo celular do Gbm02. Células
expostas ao hormonio apresentaram uma reducao da imunomarcacgéao de Ki67,
um marcador de células em mitose, concomitante ao aumento da reatividade
antigénica para sinemina H/M (Figs. 19A e B). A diminuicdo da taxa
proliferativa destas células tratadas com T3 foi confirmada pela reducdo de

40% na incorporacéo de timidina H** (Fig. 20).
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Figura 19: Efeito de T3 sobre o ciclo celular do glioblastoma humano. Imunocitoquimica
para sinemina H/M (vermelho) e KI67 (verde) em GbmO02 controle (A) e tratados com T3 (B).
Inserto: Marcacgdo dos nlcleos com Dapi (azul). O tratamento com T3 reduz a proliferacdo do

GbmO02 enquanto aumenta a expressao de sinemina H/M.
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Figura 20: Efeito de T3 sobre a proliferacdo de glioblastoma humano. Gréfico
representando a reducado da incorporacéo de timidina H*" apés tratamento de Gbm02 com T3.
Ct: controle. Foram realizados trés experimentos independentes em triplicata. Média + DP
(p<0,05).

5.4. PRESENCA DE SINEMINA M EM CELULAS-TRONCO

EMBRIONARIAS MURINAS

A distribuicdo de sinemina H/M tem uma grande complexidade durante o
curso do desenvolvimento embrionario de camundongo, quando é produzida
tdo precocemente quanto nestina e vimentina (Izmyrian et al., 2008). Como
demonstrado neste trabalho as sinteses das isoformas de sinemina séo
moduladas por T3 ao passo em que as células deixam de proliferar.
Sabidamente T3 também regula o desenvolvimento biolégico a partir das
decisbes entre proliferacdo e diferenciacéo celular. Face a estas assertivas nos
perguntamos o0 quao precoce seria 0 surgimento de sinemina e se ela poderia

ser um marcador do desenvolvimento.

Para responder estas questdes usamos como modelo de estudo as

células-tronco embrionarias murinas, que diante da capacidade de gerar um
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embrido completo torna-se uma excelente ferramenta para o estudo do

desenvolvimento biolégico.

Assim, analisamos a expressdao de sinemina H/M nas linhagens ES-
UMR7079 e ES-CGR8 através de RT-PCR. Em ambas as células encontramos
precocemente o RNAmM da sinemina M (Fig. 21), anterior mesmo a expressao
de nestina (Fig. 22). Nas células ES-UMR, pudemos verificar uma expressao
muito discreta expressdo do RNAm de sinemina H (Fig. 21). Nestes ensaios
utilizamos como controle positivo embrido de camundongo com 9,5 dias (E9,5),
o qual expressava os RNAm codificantes das sineminas H e M e nestina (Figs.

21 e 22).

Marc 1 2 E95

1358 H
1078 _

0872 ——

0,603 M
0,310

Sinemina

Figura 21: Andlise da expressao génica de sinemina H e M em CTEs murinas. RT-PCR
para sinemina H e M em ES-UMR7079 (1), ES-CGRS8 (2) e embrido de camundongo E9,5,5;
usado como controle positivo. Foram detectados os RNAm codificantes para sinemina M nas
trés condi¢cdes. A célula ES-UMR7079 apresenta uma discreta expressdo do RNAm da
sinemina H, também presente no coragdo. Marc: marcador de peso molecular em pares de

base.



80

Marec 1 2 ESS5

1.358

1.078
0,872

0,603

0,310

Nestina

Figura 22: Andlise da expressdo génica de nestina em CTEs murinas. RT-PCR para
nestina em ES-UMR7079 (1), ES-CGR8 (2) e embrido de camundongo E9,5; usado como
controle positivo. O RNAm da nestina foi detectado apenas no coracdo. Marc: marcador de

peso molecular em pares de base.

Para confirmar a precocidade do surgimento de sinemina M
investigamos sua possivel imunodeteccdo nas células expressando Oct 3/4,
marcador de pluripoténcia. De fato, através de imunocitoquimica realizada em
colénias de células-USP, pudemos observar a co-pesenca de sinemina M e Oct

3/4 nestas células (Figs. 23A, B e C).

A pluripotencialidade das células ES-UMR7079 e ES-CGR8 foi
confirmada por Western blot para Oct4. Na figura 24 pudemos detectar este

marcador de pluripotencialidade em ambos os tipos celulares.
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Figura 23: Andlise da distribuicdo de Oct 4 em CTEs murinas. Western blot para Oct 3/4
em células ES-UMR7079 e ES-CGRS8. A imunodetec¢éo de Oct4 confirma a pluripotencialidade
destas células.

Para confirmar a precocidade da presenca de sinemina M investigamos
sua possivel imunodeteccdo nas células expressando Oct 3/4, marcador de
pluripoténcia. De fato, através de imunocitoquimica realizada em col6nias de
células-USP, observamos a co-presenca de sinemina M e Oct 3/4 nestas
células (Figs. 24A-C) A sinemina também estava presente nos TNTs destas
células (Fig. 24A). Algumas células fora da col6nia Oct4 negativas também

apresentavam a sinemina H/M (veja fig. 24C).

Western blot designado contra a monocamada de fibroblastos
embrionarios murinos (MEF) e colénias de ES-USP revelaram apenas a
presenca de sinemina M (Fig. 25A). Extrato de proteina total de pulmao foi
utilizado como controle positivo, onde encontramos as sinemina H e M, e a-

tubulina como controle de carregamento (Fig. 25B).
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Figura 24: Analise da presenca de sinemina H/M em CTEs murinas. Imunocitoquimica para
sinemina H/M (A) e Oct 3/4 em (B) colénia de ES-USP. (C) Sobreposicdo das
imunomarcagdes. Os nucleos estdo marcados por DAPI (azul). A sinemina H/M presente em
células Oct 3/4 positivas também pode ser vista nos TNTs (setas). Algumas células fora da

coldnia apresentam apenas sinemina H/M (seta larga).
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Figura 25: Andlise da distribuicdo de sinemina H/M em col6nia de ES-USP. Western blot
para sinemina H e M e a-tubulina (aTub), usada como controle de carregamento, em fibroblasto

murinos (MEF), colénia de ES-USP e pulmé&o (controle positivo).

5.5. DISTRIBUICAO DAS ISOFORMAS DE SINEMINA DURANTE A
DIFERENCIACAO NEURAL A PARTIR DE CELULAS-TRONCO

EMBRIONARIAS MURINAS

A precoce presenca de sinemina M em células-tronco embrionarias fez
com que nos perguntadssemos como seria a distribuicdo das isoformas de
sinemina no programa de diferenciacdo celular neural. Respondemos esta
pergunta avaliando a distribuicdo destas proteinas em corpos embridides,

representacédo dos trés folhetos embrionarios in vitro.

Através de imunocitoquimica para sinemina H/M conseguimos detecta-la
em corpos embridides indiferenciados (controle; Fig. 26A) e em maior
intensidade apos tratamento com AR, indutor do fendtipo neural (Fig. 26B).
Observando com mais cuidado a distribuicdo de sinemina H/M nestas
estruturas verificamos que ela se apresenta pontilhada no interior das células

(Fig. 26C).
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Figura 26: Analise da distribuicdo de sinemina H/M durante a diferenciagdo neural de
CTEs murinas. Imunocitoquimica para sinemina H/M em corpos embriéides controle (A) e
tratados com AR (B e C em maior aumento). Os nlcleos estdo marcados por DAPI (azul). O
tratamento com AR aumentou a imunoreatividade para sinemina H/M que se distribuiu da

regido perinuclear a periferia celular.

Através de Western blot pudemos observar que enquanto 0S corpos
embridides controle apresentam unicamente a sinemina M, 0S corpos
embridides tratados com AR além de a possuirem em maior quantidade a
sinemina M, também passaram a apresentar a sinemina H e NeuN, antigeno

nuclear neuronal. O controle de carregamento foi feito com a-tubulina (Fig. 27).
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Figura 27: Caracterizacdo da distribuicdo de sinemina H e M ap6s inducdo neural de
CTEs murinas por AR. Western blot representativo para sinemina H e M, NeuN e a-tubulina
(aTub), usada como controle de carregamento, em corpos embridides controle (Ct) e tratados
com AR. A indugcdo da diferenciacdo neural foi acompanhada por um aumento na

imunodetecc¢do de sinemina M e inducéo de sinemina H e NeuN.

A distribuicdo dos marcadores neurais classicos foi investigada por
imunocitoquimica dos corpos embridides e pela andlise da sua intensidade de
fluorescéncia. Assim, pudemos verificar que 0s controles apresentavam o0s
marcadores de progenitores neurais BLBP, proteina de ligacdo a lipidio de
encéfalo e em menor grau nestina, aléem GFAP (marcador astrocitario) e -
tubulina Il (marcador neuronal) que tiveram suas imunoreatividades ~2 vezes
aumentadas por AR. Este tratamento ndo alterou significativamente a

imunoreatividade de BLBP (Figs. 28 e 29).

Como B-tubulina 11l estava presente em EBs controle decidimos realizar
a diferenciacdo terminal de neurbnios a partir de CTEs para avaliar uma
possivel expressdo de sinemina nestas ceélulas. Para tal, EBs previamente
tratados com AR foram cultivados sobre laminina na presenca de fator de

crescimento de fibroblasto, FGF (EBs plaqueados).
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Imunocitoquimica para sinemina H/M e B-tubulina Il foi realizada nesses
EBs plaqueados e analisada em microscopio confocal. Detectamos a presenca
de sinemina H/M nas células restritas ao EB e em algumas células que
migraram a partir deste, mas que ndo continham B-tubulina Ill, possivelmente
glia radial. Também foi possivel observar neurbnios B-tubulina Il positivos

migrando (Fig. 30).

ELEF N

Nestina

GFAP

B-tubulina lll

Figura 28: Caracterizagao da distribuicdo de marcadores neurais apés inducéo neural de
CTEs murinas por AR. Imunocitoquimica para os marcadores neurais BLBP (A e E), nestina
(B e F), GFAP (C e G) e B-tubulina Il (B-Tub 1lI; D e H) em corpos embridides controle (A-D) e

tratados com AR (E-H). Os ndcleos estdo marcados por Dapi (azul). Corpos embridides
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controle apresentam BLBP e em menor grau nestina, GFAP e B-tubulina Ill. O tratamento com

AR aumentou a imunoreatividade de nestina, GFAP e B-tubulina lll.
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Figura 29: Andlise da imunoreatividade dos marcadores neurais durante a diferenciacéo
neural de CTEs murinas. Gréfico representando o ndmero de células expressando BLBP,
nestina (Nest), GFAP e B-tubulina Il (3-Tub IlII) em corpos embridides controle (Ct) e tratados
com AR. Média + DP * Diferenca significativa de cada marcador em relagdo ao controle
(P<0,05; n=3).

A distribuicdo das isoformas de sinemina durante o desenvolvimento
embrionério de camundongos (Izmyrian et al., 2008) e a diferenciacdo das
células neurais demonstrada neste trabalho sugere um alto grau de
complexidade na expressao destas proteinas. Para melhor inferir esta hipotese
analisamos o perfil eletroforético da sinemina M em CTEs pluripotentes através
de eletroforese bidimensional (isoeletrofocalizacdo, entdo SDS-PAGE) seguida
de Western blot dos extratos de proteina total das células ES-UMR7079, ES-
CGR8 e ES-CK35 (Fig. 31). De fato, encontramos a imunomarcagao da

sinemina M nestas trés células com um Pl de aproximadamente 5,03, muito
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proximo de seu Pl tedrico (5,31). Porém, em cada tipo celular pudemos

observar variagdes isoelétricas na sinemina M encontrada.

Sinemina HIM
B-Tubulina lll
Dapi

Figura 30: Caracterizacdo da distribuicdo de sinemina H/M apo6s inducdo da

diferenciacdo neuronal terminal. Imunocitoquimica para sinemina H/M (vermelho) e B-

tubulina 11l (verde) em corpos embridides plaqueados visto em contraste de fase. A distribuicdo
de sinemina H/M fica essencialmente restrita ao EB. Algumas células que migraram do EB
também apresentam sinemina H/M, mas sdo negativas para B-tubulina Ill, possivelmente glia

radial. Os neurdnios que migraram do EB apresentam unicamente B-tubulina Ill.
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Figura 31: Perfil eletroforético da
sinemina M presente nas CTEs
murinas em gel bidimensional.
Extrato total de proteina das células
ES-UMR70-79 (A), ES-CGRS8 (B) e ES-
CK35 foram submetidos a eletroforese
bidimensional seguida por Western
blot. Foi detectada uma forte
imunomarcacéo de sinemina M com PI
de ~5,03 (seta) nas células. Pl indicado
na abscissa. As caixas em vermelho
mostram em maior detalhe as variantes
isoelétricas da sinemina M presentes

nestas CTEs.
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6. DISCUSSAO
6.1. CONSIDERACOES INICIAIS

Os resultados apresentados nesta tese indicam uma grande complexidade da
distribuicdo das isoformas de sinemina durante o desenvolvimento, analisado pelo
prisma da diferenciacéo neural. Sinemina M é precocemente encontrada em células-
tronco embrionarias murinas. A presenca de sinemina H serve como um indicador do
inicio do comprometimento fenotipico neural. A presenca de sinemina H também
parece ser um marcador testemunho do surgimento de gliomas no SN. Este
repertorio da distribuicdo de sinemina é regulado pelo horménio tireoideano, o

horménio-chave do desenvolvimento dos organismos.

6.2. DISTRIBUICAO DAS ISOFORMAS DE SINEMINA NO SISTEMA

NERVOSO

Analisamos a distribuicdo in toto de sinemina H/M em embrido de
camundongo E15,5, estagio de desenvolvimento quando todas as isoformas de
sinemina e seus parceiros em muasculo (vimentina e desmina) e SN (nestina,
vimentina e GFAP) sé@o encontrados (Izmyrian et al.,, 2008). Assim, pudemos
detectar a sinemina H/M na musculatura estriada, cardiaca e lisa, SNC e SNP, além
da epiderme que assim como o SN deriva do ectoderme, 0 que talvez justifique a

presenca desta proteina neste tecido.

De fato, a sinemina que foi inicialmente caracterizada em células musculares
(Granger & Lazarides, 1980) € precocemente encontrada nestas células (Izmyrian et

al., 2008; Titeux et al., 2001). Em musculos, a sinemina participa da ligacdo dos Fls
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na linha-Z através de sua ligacdo com a-actinina e dos contatos focais via interacdes
com vinculina, a-distrobrevina e a-actinina (Bellin et al., 1999; 2001; Mizuno et al.,
2001; Xue et al., 2004). Mais interessante ainda, a sinemina H/M participa da via de
sinalizacdo em cardiomiécitos neonatal e adulto ancorando a proteina cinase A,
PKA, (Russel et al., 2006). Esta funcédo provavelmente pode ser estendida ao SN e
corroborar o papel fisiolégico da sinemina H/M, que encontramos no SNC e SNP,
representado pela imunomarcacéo da saida dos nervos espinhais e talvez do plexo
mioentérico, jA que encontramos uma forte imunomarcacdo desta proteina no
intestino dos camundongos E15,5. Vale ainda salientar que nos plexos entéricos
encontramos além de neurdnios, uma populacdo glial reconhecida por GFAP

(Emerich et al., 2004) e que poderia apresentar sinemina.

No SN conseguimos discriminar a distribuicdo das isoformas H e M de
sinemina por Western blot ou RT-PCR. Assim, verificamos que astrécitos corticais
neonato (PO) apresentam apenas a sinemina M e que a linhagem astrocitaria
cultivada por 13-15 dias apresentava estas duas isoformas (H e M) gliais de
sinemina. Porém, o SN de camundongos adultos (encéfalo, cerebelo, cortex, e
mesencéfalo) continha apenas a sinemina M. Esta distribuicdo progressiva das
sineminas H e M também foi demonstrada in vivo durante o desenvolvimento
embriolégico de camundongos. A analise da expressao génica das sinemina H e M
por RT-PCR demonstrou que a sinemina M ja € expressa em E5, junto com nestina
e vimentina. Ao contrario, a sinemina H s6 comeca a ser expressa em E9,5 (Izmyrian

et al., 2008).

Talvez essa distribuicdo progressiva das isoformas H e M de sinemina reflita
um perfil transitorio da distribuicdo de sinemina H, quando células perfazendo seu

programa de diferenciacdo expressariam sinemina H até o momento em que
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amadureceriam. Ai, a sinemina H talvez fosse substituida definitivamente por outras
proteinas marcadoras de diferenciacdo terminal, como por exemplo, GFAP em

astrocitos.

Corroborando a essa hipotese, demonstramos por RT-PCR que a expressao
de sinemina H e M era concomitante a expressao de nestina, vimentina e GFAP em
astrocitos e também na célula de Schwann, representante glial do SNP. De fato,
transicbes na disribuicdo de proteinas marcadoras da diferenciacdo celular séo
comuns no SN (Eliasson et al., 1999; Landry et al., 1990; Lee et al., 1993). Mais
ainda, a presenca da propria sinemina H/M foi mostrada transitoriamente em células
contendo nestina, vimentina e GFAP, provavelmente glia radial. Curiosamente, apos
a maturacao astrocitaria nem mesmo a sinemina M foi encontrada (Sultana et al.,

2002).

Além da macroglia, a sinemina H/M esta presente na microglia e HUVEC,
correspondente das células endoteliais dos vasos que irrigam o SN, mais ainda
marcados junto a gliomas. Nestas células a sinemina H/M apresentou a distribuicdo
filamentar tipica das proteinas de FI, da regido perinuclear a periferia da célula.
Porém, de maneira interessante e exclusiva, observamos que a sinemina H/M
encontra-se nos dominios ricos em actina como a regido do cortex celular e TNTSs.
Nestas regides ndo encontramos a vimentina, a mais importante parceira da

sinemina na formacéo de heteropolimeros no SN (Jing et al., 2007; Khanamiryan et

al., 2008; Titeux et al., 2001; Xue et al., 2004).

A presenca de sinemina H/M nos TNTs caracterizada neste trabalho ajuda a
iluminar a funcdo biologica desta proteina, apontando pela primeira vez que este FlI
€ um dos facilitadores da interconexao celular. De fato, a demonstracdo de que a

sinemina H/M regula a dindmica do citoesqueleto de actina, polimerizacao de actina
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e sua interacdo com a-actinina (Pan et al., 2008), nos permite pensar que ela seria
crucial a formacdo e estabilidade dos TNTs. Obviamente, ensaios futuros com
silenciamento desta proteina em astrocitos ou gliomas, onde nosso laboratoério
demonstrou recentemente a estrutura e propriedades elasticas dos TNTs (Pontes et

al., 2008), serdo necessarios para confirmar nossa hipotese.

6.3. PRESENCA DE SINEMINA EM TUMORES NEURAIS

Os tumores neurais passam a apresentar de novo marcadores que ndo sao
mais presentes em células maduras, como nestina (Dahestrand et al., 1992; lkota et
al., 2005) e mais recentemente vem sendo demonstrada que a sinemina H/M

também é expressa em gliomas (Jing et al., 2005; 2007).

Aqui, analisamos a expressao in situ de sinemina H/M no SN adulto humano
sadio, substancia branca, sitio de predilecdo para surgimento de gliomas, e plexo

coroide, além dos tumores gliais, glioblastoma e ependimoma.

No tecido sadio, pudemos observar uma discretissima imunomarcacao de
sinemina H/M na substancia branca. No entanto, o plexo coroide apresentou uma
distinta marcacdo de sinemina H/M. Esta presenca de sinemina H/M é bastante
interessante, pois o0 plexo cordide, assim como a microglia, onde também
demonstramos sua presenca, estdo envolvidos na defesa do SNC. De fato, o plexo
coroide é reconhecido como a primeira linha de defesa do SNC, chegando mesmo a
apresentar o marcador de histocompatiblidade classe I, MHC 1 (revisto por Emerich

et al., 2004).

Em ependimoma ha uma intensa marcacao de sinemina H/M nas células que

constituem as rosetas ependimarias. Neste tumor ndo é raro encontrar 0 promotor
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do ligante indutor de apoptose relacionado ao fator de necrose tumoral (TRAIL)
metilado, o que inativa este gene supressor de tumor (Michalowiski et al., 2006).
Embora, a sinemina H/M ndo esteja envolvida com apoptose seu silenciamento
reduz a proliferacdo de gliomas (Pan et al., 2008). A forte presenca de sinemina
H/M, quando associada a inativacdo de TRAIL em ependimomas, talvez favoreca o

desenvolvimento e/ou a evolucao destes tumores.

Por imunohistoquimica detectamos a sinemina H/M em glioblastomas, nas
células que também continham GFAP. A analise por Western blot de diferentes
glioblastomas humanos revelou que estas células expressavam a sinemina M, ja
vista em encéfalo adulto de camundongo, e a sinemina H, encontrada anteriormente

em linhagem astrocitaria com 13-15 dias de cultura.

Como discutido anteriormente, a sinemina H muito possivelmente € um
marcador de células comprometidas com o fendtipo neural em estagio de
diferenciacdo. Nos gliomas humanos ela esta presente de novo, assim como a

nestina.

Provavelmente quando analisarmos as isoformas de sinemina presentes na
substancia branca de humanos adultos por Western blot ou RT-PCR encontraremos
apenas a sinemina M. Mais ainda, isto fortaleceria a nossa hipotese de que a
sinemina H pode servir como um potencial marcador de tumores gliais, ao menos de

glioblastomas, e talvez ependimomas.

A presenca de sinemina H em gliomas, assim como a de nestina (Stronjnik et
al., 2007), talvez possa também ser usada para inferir o prognéstico de malignidade
destes tumores. De fato, foi recentemente demonstrado que o silenciamento da
sinemina presente em gliomas reduz a migracdo destas células via regulacdo da

dindmica dos microfilamentos e suas proteinas associadas, quando a auséncia de



95

sinemina reduz a taxa de actina filamentar e sua interacdo com a-actinina (Pan et
al., 2008). Interessante ainda, a expressédo de sinemina H em camundongos E9,5
coincide com o periodo de migracdo das células da crista neural (Izmyrian et al.,
2008). Assim, nos permitimos pensar que como as células neurais derivadas da
crista neural, a sintese de novo da sinemina H pelos glioblastomas talvez represente
um resgate da “memoria embrioldgica”, envolvido com a aparente “necessidade”
destas células de migrarem. Sabidamente tumores mais malignos, como o
glioblastoma, possuem uma grande capacidade migratoria, podendo invadir grandes

extensdes do parénquima sadio adjacente.

6.4. REGULACAO DA SINTESE DE SINEMINA H E M PELO HORMONIO

TIREOIDEANO, T3, EM GLIOBLASTOMA HUMANO

O complexo padrédo de distribuicdo de sinemina H e M durante o
desenvolvimento demonstrado por Izmyrian et al. (2008) e no curso da diferenciacao
celular, como demonstrado neste trabalho e anteriormente sugerido por Sultana et
al. (2002) nos levou a investigar se a distribuicdo destas isoformas seria modulada
pelo HT, o qual regula o desenvolvimento dos individuos via modulacdo da
expressao de proteinas (Ahmed et al., 2008; de Escobar et al., 2007; Dussault &

Ruel, 1987; Konig & Moura Neto, 2002; Zoeller & Rovet, 2004).

Nosso laboratorio vem ao longo dos ultimos anos mostrando o papel do T3 na
diferenciacdo neural. Particularmente quanto ao efeito do hormdnio tireoideano
sobre os astrocitos, demonstramos a importancia deste horménio na regulacdo da
proliferacéo (Trentin & Moura Neto, 1995) e diferenciacdo astrocitaria (Trentin et al.,
1995; 2001), promovendo um significativo aumento da sintese protéica, sobretudo

nos astrocitos de hemisfério cerebral de ratos recém-nascidos (Lima et al., 1998),
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além dos efeitos sobre as proteinas do citoesqueleto (Konig & Moura Neto, 2002;

Trentin, 2006).

O tratamento de astrécitos corticais com 50nM de T3 durante trés dias
consecutivos induz alteracdes morfologicas nestas células, que substituem sua
forma protoplasmatica sem prolongamentos por uma morfologia fibrosa, com
formacéo de longos prolongamentos acompanhada pelo rearranjo de GFAP (Trentin
et al., 1995). Porém, o tratamento do glioblastoma humano, Gbm02 com 50nM de T3
durante 24 horas nao foi capaz de alterar o padrdo morfolégico destas células, o
qual permaneceu poligonal, tampouco alterou a distribuicdo de sinemina H/M nestas
células, ainda que tenha promovido um aumento na intensidade de sua marcacéo. E
possivel que occora primeiramente uma mudunca de expressao protéica e s6 depois

uma reorganiz¢ao do citosqueleto com alteracdo do padrdo mofologico.

A distribuicdo das isoformas de sinemina H/M é claramente regulada por T3.
Este hormbnio aumentou em 3 vezes o nivel de sinemina H e em aproximadamente
2,5 vezes o nivel de sinemina M, comparativamente as células controle. Esta rapida
inducdo das isoformas de sinemina pela curta exposicdo ao T3 parece realmente
caracterizar um passo a diante no programa de diferenciacdo celular, ja que este
mesmo tratamento em astrocitos corticais e C6 foi capaz de rapidamente induzir a
diferenciacdo astrocitaria avaliada por sua alteracdo morfolégica acompanhada de

aumento na sintese e fosforilagdo de GFAP (Zamoner et al., 2007).

Embora sugerindo uma distribuicdo sequencial das isoformas de sinemina H e
M, e a supressao de sinemina H ao fim da diferenciacéo astrocitaria, sua indugao por
T3 néo invalida nosso modelo hipotético. Isto porque a curta exposicdo do Gbm02
ao hormonio tireoideano, em nossas condi¢des experimentais, possivelmente iniciou

o programa de diferenciacdo celular sem, no entanto, completa-lo. Provavelmente
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uma exposi¢cdo hormonal prolongada culminaria na supressao desta proteina. Seria
interessante analisar a cinética do efeito do tratamento prolongado com T3 sobre a
sintese das sineminas. Mais ainda, observamos um aumento de quase 2 vezes na
imunoreatividade para vimentina, a qual € diminuida em astrocitos corticais tratados

durante 3 dias com T3 (Lima et al., 1998).

Na dependéncia do estadgio de desenvolvimento em que o encéfalo se
encontra, T3 pode induzir a diferenciacdo ou a proliferacdo de astrécitos
cerebelares. Enquanto estruturas mais jovens respondem aos hormonios
tireoideanos com proliferacdo, como o cerebelo de ratos recém-nascidos, as células
de estruturas encefalicas mais maduras diferenciam-se, como no caso do cerebelo
pos-natal de 10 dias (Lima et al., 1998). Assim, investigamos o efeito de T3 sobre a
proliferacdo de GbmO02 avaliada a partir da incorporacdo de timidina H**, e
constatamos que o tratamento hormonal diminuiu em 40% a proliferacdo destas
células. De fato, foi anteriormente demonstrado que T3 também pode inibir a
proliferacéo celular via regulacdo negativa da Ciclina D1, uma ciclina oncogénica
que desenvolve um papel critico na progressao do ciclo celular da fase G1 para S

(Natsume et al., 2003).

A inducado da sintese das sineminas H e M por T3 poderia contribuir para a
polimerizacdo da actina (Pan et al., 2008), a qual também é diretamente influenciada
por HT (De et al.,, 1994; Leonard et al., 2008; Stachelek et al. 2000) em um
mecanismo de retroalimentacdo. Tal mecanismo poderia favorecer a comunicagao

intercelular via TNTSs.

O efeito do horménio tireoideano também é caracterizado pela inducédo da
sintese de fatores de crescimento e citocinas por suas células-alvo (Konig & Moura

Neto, 2002; Trentin, 2006). Dentre estes fatores sollveis, encontramos a inducéo de



98

um fator IGF-simile pelos astrécitos corticais e de EGF, TNFB e FGFb pelos
astrocitos cerebelares (Gomes et al.,, 1999), além de TGF-B (revisto por

Puzianowska-Kuznicka et al., 2006).

Fator de crescimento transformante-B (TGF-B) que orquestra o
desenvolvimento da glia radial, induzindo sua diferenciacdo em astrécitos (Stipursky
et al., 2007) é um bom candidato para mediar os efeitos do T3 na regulacdo da
distribuicdo das isoformas de sinemina, pois suas alteracdes em glia radial ja foram

reportadas (Sultana et al., 2002).

6.5. PRESENCA DE SINEMINA M EM CELULAS-TRONCO

EMBRIONARIAS MURINAS

A presenca de sinemina H/M que verificamos no plexo cordide, sitio
neurogénico mesmo em adultos, quando as células-tronco que abriga proliferam em
resposta ao trauma (Emerich et. al.,, 2004) e na glia radial, reconhecido progenitor
neural (Izmyrian et al., 2006; Sultana et al., 2002) nos fez investigar a possivel

presenca de alguma de suas isoformas em CTEs.

Assim, fomos investigar se as isoformas de sinemina H e/ou M estariam
presentes nas ceélulas-tronco embrionarias pluripotentes murinas que representam in
vitro o estagio precoce de blastocisto e sdo capazes de gerar todas as células que

constituem o individuo (Wobus & Boheler, 2005).

Quando analisamos a expressdo génica de duas diferentes linhagens de
CTEs, ES-UMR7079 e ES-CGR8 pudemos observar que ambos os tipos celulares
expressavam o0 RNAm da sinemina M. A célula ES-UMR7079 possui ainda uma

discreta expressdo de sinemina H. Interessantemente, a expressdo do RNAm de
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sinemina ndo foi concomitante a expressdo do RNAmM da nestina, marcador de

célula-tronco neural.

A expressdo de sinemina M antecedendo a de nestina observada nestas
células nos sugere que ndo ha correlacdo entre sua expressdo e o fendtipo
neuroectodérmico. Mais ainda, conseguimos detectar por Western blot a expressao

protéica de Oct-4 nestas células, confirmando sua pluripoténcia.

Por imunocitoquimica, conseguimos verificar que colénias de ES-USP co-
apresentavam Oct-4 e sinemina M, isoforma confirmada por Western blot. Esta

técnica também mostrou a presenca de sinemina M na MEF.

A sinemina M encontrada nas células ES-USP também estava presente nos
TNTs que interconectavam estas células. Isto nos sugere que a expressao precoce
desta proteina nas CTEs poderia favorecer seu desenvolvimento. De fato, foi
demonstrado em Drosophila que os contatos intercelulares favorecem a auto-
renovacdo das células-tronco de linhagem germinativa (revisto por Doestch, 2003).
Recentemente foi reportado que as juncdes celulares tipo gap também modulam a

diferenciacédo neuroectodermal de CTEs (Parekkadan et al., 2008).

A sinemina M presente em CTEs talvez esteja ai interagindo com as
isoformas 1 e 2 de lamina B, FI presente na membrana nuclear e nucleoplasma de
CTEs (Constantinescu et al., 2006). A confirmacéo da interacdo destas proteinas e
da presenca de sinemina no interior do nucleo implicaria esta proteina na
transmissao de sinais da superficie celular, onde é expressivamente encontrada,
como demonstramos, até o nucleo. De fato, detectamos por imunocitoquimica uma
forte marcacdo de sinemina H/M na regido nuclear de alguns astrocitos,
diferentemente da marcacéao perinuclear tipica das proteinas de Fl. Para confirmar a

presenca de sinemina nos nucleos sera futuramente realizado o isolamento e
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fracionamento desta estrutura. Assim poderemos confirmar a presenca de sinemina
nos nucleos e definir sua localizagcdo (no nucleoplasma ou restrita a membrana

nuclear).

Se realmente presente nos nucleos, a sinemina M poderia mesmo regular o
estado de pluripoténcia destas células via ancoragem de PKA (Russel et al., 2006).
De fato, PKA também atua na regulacédo da condensacao de cromatina (Lester et al.,
1997), a qual tem um papel crucial na manutencdo da pluripoténcia das CTEs

(Doestch et al., 2003).

A distribuicdo precoce de sinemina M em CTEs e a sintese de novo de
sinemina H e M que observamos em glioblastomas nos sugere que talvez estas
proteinas também sejam encontradas em células-tronco oncogénicas, assim como
outros marcadores de células-tronco presentes em gliomas: CD133, nestina, SOX-2,
Musashi, etc., cujas distribuicdes diferem de acordo com o grau de malignidade
tumoral (Ma et al., 2007). A favor da nossa hipétese, CD133 e nestina foram
recetemente caracterizadas na linhagem de célula-tronco oncogénica WJ2, isolada

de glioblastoma humano (Wang et al., 2008).

6.6. DISTRIBUICAO DAS ISOFORMAS DE SINEMINA DURANTE A
DIFERENCIACAO NEURAL A PARTIR DE CELULAS-TRONCO

EMBRIONARIAS MURINAS

O padrao de distribuicdo das isoformas H e M de sinemina nas células gliais
sadias e em condi¢cOes patoldgicas, gliomas, além de sua complexidade durante o
curso do desenvolvimento embrionario de camundongo (Izmyrian et al., 2008) e a

presenca de sinemina M em CTEs pluriotentes nos conduziu a analise da
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distribuicdo das isoformas de sinemina durante a diferenciacdo neural a partir destas

células.

A inducéo neural de CTEs foi induzida apés formacédo de corpos embridides
(EB), que representam os trés folhetos embrionarios. Estes corpos embridides
foram, entdo, tratados com AR durante quatro dias. Pudemos observar que todas as
células constituintes dos corpos embridides controle apresentam apenas a isoforma
M de sinemina. Os marcadores de progenitores neurais, BLBP e em menor grau,
nestina, além de GFAP, marcador glial e B-tubulina Ill, marcador neuronal, também
foram encontrados nos corpos embridides controle, ainda que com menor

intensidade.

Durante o programa de diferenciacdo neural disparado pelo tratamento com
AR houve a inducdo da presenca de sinemina H, a caracterizadando como um
marcador da diferenciacdo neural. A inducdo da expressdao de sinemina H é
acompanhada pela inducdo de NeuN, marcador de neurdnios pos-mitéticos em EBs

tratados com AR (Mullen et al., 1992).

Assim como a sinemina M, presente ainda nas CTEs, a sinemina H também
poderia participar dos mecanismos de sinalizacao da periferia para o nucleo destas
células. A sinemina H talvez interaja com a lamina A/C que é encontrada apenas em
células diferenciadas (Prather et al., 1989; Rober et al.,1989). De fato, a distribuicéo
deste FI é disparada apenas quando CTEs iniciam seu programa de diferenciacao
(Constantinescu et al., 2006). Mais ainda, durante o desenvolvimento embriologico
de camundongos tanto sinemina H (Izmyrian et al., 2008) quanto lamina A/C (Prather
et al., 19889; Rober et al.,1989) comecam a serem encontradas em E9,5,

fortalecendo a idéia de que possivelmente possam interagir in vivo.
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A inducdo de sinemina H nos primeiros passos da diferenciacdo neural
fortalece a nossa hipotese de que o aumento de sua sintese, associado ao aumento
da sintese de vimentina em astrécitos tratados com T3, reflete a progressdo da
diferenciacéo glial. De fato, assim como as isoformas de sinemina, BMP4, proteina
morfogenética de 0sso, pertencente a familia de TGFf, € positivamente regulado por
T3 durante a metamorfose de anfibios. BMP-4 entdo é capaz de reprimir a
proliferacédo celular e induzir a diferenciacéo do epitélio intestinal nestes organismos
(Ishizuya-Oka et al., 2001). Mais ainda, o tratamento das células-tronco oncogénicas
de glioblastoma humano, com BMP4 induz a diferenciacdo destas células. Elas
deixam de apresentar CD133 e perdem seu potencial tumorigénico, deixando de
promover o crescimento de glioblastoma apds microinjecdo intracraniana em ratos

(Piccirillo et al., 2006).

Quando a diferenciacéo terminal de neurénios foi induzida a partir de CTEs
células constituintes do EB permaneceram apresentando sinemina H/M como
analisado por microscopia confocal, enquanto neurbénios sinemina H/M negativos
contendo B-tubulina Il migraram na periferia do EB. Nesta regido também foram
encontradas algumas células B-tubulina Il negativas, apresentando sinemina H/M. A
grande presenca de células sinemina H/M positivas no interior do EB reflete a
correlacdo desta proteina em células progenitoras neurais, as quais estao
substancialmente restritas nesta regido (Svendsen et al., 1998). Ja as células
expressando sinemina H/M e B-tubulina Il negativas na periferia do EB sdo muito
provavelmente elementos da glia radial dando suporte a migracdo neuronal

(Santiago et al., 2005; Svendsen et al., 1998).

A distribuicdo diferenciada das isoformas de sinemina no programa de

diferenciacdo celular é realmente muito complexa. Nossa analise prote6mica de
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CTEs pluripotentes revelou a existéncia de no minimo 5 variantes isoelétricas da
sinemina M na dependéncia da linhagem murina estudada. Estas variacoes
isoelétricas podem decorrer de diferencas no nivel de fosforilagdo da sinemina M. Ja
foi mostrado que a sinemina presente em aves é fosforilada por PKA (Sandoval et
al., 1983). Portanto, sinemina poderia talvez regular sua propria fosforilacdo pela

subunidade catalitica de PKA, ao ancora-la (Russel et al., 2006).

A distribuicdo diferenciada de componentes do citoesqueleto no programa de
diferenciacdo neural também foi reportada pelo Prof. Vivaldo Moura Neto et al.
(1983; 1985). Eles verificaram que diversas isoformas de tubulina sédo distribuidas

diferencialmente em neurdnios e células gliais.

O perfil da distribuicdo de sinemina H e M demonstrado nesta tese pode ser
esquematizado dentro de um modelo de distribuicdo sequencial destas isoformas
durante a diferenciacdo neural (Fig. 32). Assim, a expressao de sinemina M em
CTEs é mantida quando estas células derivam o0s progenitores neurais apos
exposicao ao AR. Estes progenitores expressam concomitantemente BLBP, nestina,
GFAP e B-tubulina 1ll. A inducdo da diferenciacdo neuronal por FGF suprime a
presenca de sinemina H/M em neurbnios. Porém, o tratamento com AR também
induz a diferenciacdo astroglial a partir de CTEs, que € representada pela
distribuicdo de sinemina H/M, nestina, vimentina e GFAP na glia imatura. As
presencas de sinemina H e M, vimentina e GFAP aumentam durante a progressao
da diferenciacao glial até que astrocitos maduros deixam de conter sinemina H e
vimentina e continuam apresentando sinemina M, em pequeno nivel, e bastante

GFAP. Este programa de diferenciacdo glial seria a principio regulado por T3.
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Figura 31: Modelo hipotético da distribuicdo seqiiencial das isoformas de sinemina durante a
diferenciacdo neural. CTEs pluripotentes apresentando apenas sinemina M tratadas com AR
diferenciam-se em progenitores neurais sineminas H e M" que também apresentam BLBP, nestina,
GFAP e B-tubulina lll (B-Tub IlI). Tratamento com FGF induz a diferencia¢do neuronal (8-Tub llI) e as
sinemina H e M desaparecem. Progenitores neurais sdo diferenciados em astrécitos imaturos
contendo sinemina H/M, nestina, vimentina e GFAP. Tratamento com T3 induz as sintese de
sinemina H e M, vimentina e GFAP. Quando os astrocitos completam sua diferenciagéo,

amadurecem, tornam-se sinemina H™ e vimentina’, sinemina M diminui € aumenta bastante GFAP.
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7. CONCLUSAO

A distribuicdo das isoformas de sinemina durante o desenvolvimento
biolégico representa um relevante papel no curso da diferenciacéo celular, quando
serve de sinalizadora do estagio de desenvolvimento e até mesmo patolégico, como

detalhado a seguir:

1. Em camundongos E155 a sinemina H/M é abundantemente
encontrada no SN, em musculos e epiderme.

2. Sinemina H/M esta presente no SN saudavel (astrocitos corticais
neonatos e em muito menor grau em adultos, células de Schwann, microglia e plexo
coroide) e patoldgico (tumores gliais, glioblastoma e ependimoma).

3. Nos glioblastomas a presenca de sinemina H pode servir como um
marcador testemunho do surgimento tumoral.

4, A distribuicdo de sinemina H e M é regulada por HT, T3, in vitro, a qual
vai aumentando a medida que as células vao diferenciando e deixando de proliferar.

5. As isoformas de sinemina apresentam uma distribuicdo sequencial
durante o programa de diferenciacéo neural.

6. Sinemina M é precocemente encontrada em CTEs pluripotentes; em
estagios anteriores mesmo a expressao de nestina.

7. Sinemina H pdde ser caracterizada como um marcador da
diferenciacdo neural, acompanhando a expressdao dos demais marcadores de

diferenciacéao neural em CTEs.
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Abstract

Thyroid hormones (THs) are essential for brain development, where they regulate gliogenesis,
myelination, cell proliferation and protein synthesis. Hypothyroidism severely affects neuronal growth
and establishment of synaptic connections. Triiodothyronine (T3), the biologically active form of TH,
has a central function in these activities. So, Myosin-Va (Myo-Va), a molecular motor protein
involved in vesicle and RNA transport, is a good candidate as a target for T3 regulation. Here, we
analyzed Myo-Va expression in euthyroid and hypothyroid adult rat brains and synaptosomes. We
observed a reduction of Myo-Va expression in cultured neural cells from newborn hypothyroid rat
brain, while immunocytochemical experiments showed a punctate distribution of this protein in the
cytoplasm of cells. Particularly, Myo-Va co-localized with microtubules in neurites, especially in their
varicosities. Myo-Va immunostaining was stronger in astrocytes and neurons of controls when
compared with hypothyroid brains. In addition, supplementation of astrocyte cultures with T3 led to
increased expression of Myo-Va in cells from both euthyroid and hypothyroid animals, suggesting that
T3 modulates Myo-Va expression in neural cells both in vivo and in vitro. We have further analyzed
Myo-Va expression in U373 cells, a human glioblastoma line, and found the same punctate
cytoplasmic protein localization. As in normal neural cells, this expression was also increased by T3,
suggesting that the modulatory mecanism exerted by T3 over Myo-Va remains active on astrocyte
tumor cells. These data, coupled with the observation that Myo-Va is severely affected in
hypothyroidism, support the hypothesis that T3 activity regulates neural motor protein expression,
taking Myo-Va as a model. As a consequence, reduced T3 activity could supposedly affect axonal
transport and synaptic function, and could therefore explain disturbances seen in the hypothyroid
brain.

Section: Cellular and Molecular Biology of Nervous System
Key words: Myosin-Va, neurons, astrocytes, astroglioma, hypothyroidism, T3
Abbreviations: D2, type Il iodothyronine 5'-deiodinase; Myo-Va, Myosin-Va; SFM, serum-free

medium; T3, triiodothyronine; T4, tetra-iodothyronine (thyroxine); TH, thyroid hormone.
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Introduction

The myosin-V class is a processive actin-based motor (Mehta et al., 1999; Sakamoto
et al., 2000) used for intracellular transport and organelle tethering (Provance et al., 2002;
Abu-Hamdah et al., 2006). Through its tail domain, Myo-Va interacts with multiple cargoes,
including brain vesicles (Prekeris and Terrian, 1997; Evans et al., 1998; Miller and Sheetz,
2000), and mRNA (Ohashi et al., 2002; Yoshimura et al., 2006, Salerno et al., 2008).
Moreover, Myo-Va appears to play a role in protein synthesis in the axoplasm (Sotelo-
Silveira et al., 2004) where it is locally synthesized after injury (Calliari et al., 2002). In
another case of neuronal damage, glutamate excitotoxicity, Myo-Va is proteolized by calpain
in neuronal cultures (Alavez et al., 2004). Myo-Va is highly expressed in the brain
(Espreafico et al.1992), particularly in neurons (Tilelli et al., 2003). It is also present in
astrocytes, where it plays a role in thyroid hormone-dependent endocytosis of type Il
iodothyronine 5'-deiodinase (D2) (Stachelek et al., 2000).

The normal development of the nervous system is under thyroid hormone (TH)
regulation (Dussault and Ruel, 1987; Konig and Moura Neto, 2002; Bernal et al., 2003;
Zoeller and Rovet, 2004; de Escobar et al., 2007; Ahmed et al., 2008). Serious damage to the
brain is likely to occur in the absence of the hormones tri (T3) and tetra (T4) iodothyronine
(Porterfield & Hendrich, 1993). Hypothyroidism leads to cortical malformations (Goodman
and Gilbert, 2007), as well as functional pertubation (Calloni et al., 2001; Gilbert et al., 2007).

T3 acts through TH receptors (Ortiga-Carvalho et al., 2004, 2005), which are
differentially expressed during development in neurons, astrocytes, oligodendrocytes
(Mellstrom et al., 1991; Strait et al., 1991; Puymirat, 1992; Carre et al., 1998) and microglia
(Lima et al., 2001). In cortical astrocytes, T3 induces morphological differentiation at

different stages of development, increasing the expression of glial fibrillary acidic protein
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(GFAP), a cytoskeletal marker for mature astrocytes, and decreasing expression of the
intermediate filament protein vimentin (Trentin and Moura Neto, 1995; Trentin et al., 1995;
Lima et al., 1997, 1998). In addition, T3 induces proliferation of cerebellar astrocytes and C6
glioma cells by promoting secretion of basic fibroblast growth factor (bFGF) (Trentin et al.,
2001). T3 also induces astrocytes to secrete growth factors that modulate proliferation and
differentiation of granular cerebellar neurons (Gomes et al., 1999a; Martinez and Gomes,
2002, 2005). This suggests that T3 modulates astrocyte-neuron interactions during brain
development (Gomes et al., 1999a; Gomes et al., 2001).

As described above, Myo-Va plays a role in many events that are regulated by TH.
Therefore, we were interested in dissecting the relationship between TH and Myo-Va
expression. Here, we have found that Myo-Va is modulated in the central nervous system by
TH, as protein expression decreases in hypothyroid brains. This Myo-Va reduction can be
rescued when exogenous T3 is added to cultured neural cells. Our data demonstrate a primary
role for T3 in modulating normal neural Myo-Va expression, as seen in euthyroid cells, as
well as abnormal physiological conditions, as observed for hypothyroid cells and malignant

astrocytes.

2. Results
2.1.Reduced Myo-Va Expression in the Hypothyroid Brain
Because Myo-Va belongs to a superfamily with members of high homology, we first
established the quality and specificity of the polyclonal antibody to detect this protein in our
preparations. For this purpose, we performed Western blotting using purified myosin Il and

brain extracts from rat or Myova®*?”

(dilute-lethal) mouse, a null phenotype of the locus
which encodes the MYOVA gene (Mercer et al., 1991), as a negative control (Fig. 1A). The

anti-Myo-Va medial tail antibody recognized a sole protein band of ~190kDa in the extract
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from whole adult brain (b, see FiglA); as expected, this band was absent in dilute mouse
brain protein extract (d"). Furthermore, this antibody did not recognize the myosin heavy
chain (MII). A pre-immune rabbit serum tested against the same samples indicated that the
control serum had no reactivity for Myo-Va (data not shown). These results demonstrate the
specificity of this antibody, which will be further used in our experiments to analize Myo-Va
expression and map its cellular localization.

To determine whether TH plays a role in CNS Myo-Va expression, we assayed the
expression of this protein in euthyroid and hypothyroid rat brains by Western blotting. Rats
exhibiting classical signs of hypothyroidism, such as reduced weight and delayed eye opening
in the pups, were used for these experiments. Cyclophilin was used as a loading control in
these experiments, demonstrating a similar amount of proteins was loaded in different lanes
(Fig. 1B). We observed a 50% reduction of Myo-Va levels in hypothyroid rat brains when

compared with euthyroid rat brains (Fig. 1C and D).

2.2.Myo-Va Expression and TH Regulation in Neural Cells

Hypothyroidism generally affects expression of proteins in the brain. Since Myo-Va
expression was diminished in our hypothyroid rat model, we wondered whether absence of T3
affects expression of this motor protein in both neuron and astrocyte populations. First, we
examined the distribution of Myo- Va in euthyroid and hypothyroid neurons. Figures 2A and
B show double immunodetection of Myo-Va and B-tubulin 11, respectively. Confocal
microscope images illustrate that Myo-Va is present in the cytoplasm of newborn neurons and
extends uniformly into their neurites. We observed intense staining of Myo-Va in the growth
cone and some specific points of the neurites, apparently varicosities (Fig. 2A, arrow). This
fluorescent signal is co-localized with B-tubulin Il (Fig. 2C), a typical neuronal marker,

previously reported in varicosities (Schumm et al., 2002).
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Protein extracts were next analyzed by Western blotting, where Cyclophilin was used
as the internal control (Figs. 3A and B). Myo-Va expression in hypothyroid neurons was
decreased by 20% when compared with euthyroid ones (Fig. 3C and E). In order to better
characterize neuronal Myo-Va expression, we analyzed synaptosomes obtained from adult rat
brain. In fact, the synaptosome, a typical structure that is representative of neuronal function,
is enriched in Myo-Va (Prekeris and Terrian, 1997; Ohyama et al., 2001; Casaletti et al.,
2003). It was further demonstrated that the synaptosome is also under TH control (Bruno et
al., 2005; Sarkar et al., 2008). In accordance with this, we observed a 20% reduction in Myo-
Va level in synaptosomes obtained from hypothyroid rat brains (Fig. 3D), as contrasted with
the euthyroid condition quantified in Fig. 3E.

Because astrocytes, an enriched glial population of the brain, also express Myo-Va
(Espreafico et al., 1992), we decided to look for a possible TH regulation in this important
population for cerebral homeostasis. In cortical astrocyte cultures from newborn euthyroid
rats, we observed a punctate Myo-Va distribution in all cells. This expression was
concentrated in the nuclear periphery (arrow) and plasma membrane sheet (arrowhead),
possibly in contact regions between cells (Fig. 4A). As a marker for purity of the astrocyte
cultures, we performed glial fibrillary acidic protein (GFAP) immunostaining. As seen in
Figures 4A’ and B’, GFAP was expressed in both euthyroid and hypothyroid cells.

Hypothyroid and euthyroid brains retain differences in gene expression after many cell
divisions and days of culture (reviewed by Konig and Moura Neto, 2002; Trentin, 2006).
Therefore, we were able to assess Myo-Va expression in cortical astrocytes cultures derived
from euthyroid and hypothyroid newborn rat brains. Cytoplasmic distribution of Myo-Va was
not altered in hypothyroid newborn cultures (Fig. 4B), but there was a 30% decrease in Myo-

Va protein level when compared with euthyroid astrocytes (see Figs. 5A and C).
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To quantify the action of the TH over Myo-Va protein levels from euthyroid and
hypothyroid astrocytes, we treated cell cultures with 50nM of T3 for three days, followed by
Western blot experiments. Cyclophilin was used as internal control (Fig. 5A). T3 treatment
increased Myo-Va protein expression by about 30% in astrocytes from both euthyroid and
hypothyroid newborn rat brains (Fig. 5B and C). Moreover, this treatment resulted in changes
in astrocyte cell shape in hypothyroid newborn rats, from polygonal flat morphology to a
more dendritic morphology, as shown in Figure 4C. This result is in accordance with our
previous report (Trentin et al., 1995). Myo-Va distribution follows this new morphology.

Next, we decided to examine whether Myo-Va is expressed in transformed cells of
neural origin, such as the human astroglioma cell line U373. The astrocytic origin of these
cells was verified by GFAP immunostaining (Fig. 6A’). Interestingly, Myo-Va expression is
maintained in this cell line. In addition, Myo-Va distribution in T3-treated U373 cells was
similar to control cells (data not shown) as examined by immunocytochemistry (Fig. 6A),
following the punctate expression pattern seen in non-tumoral astrocytes from euthyroid and
hypothyroid brains, except that it was more diffuse in the cytoplasm. Rare cells displayed
perinuclear or plasma membrane Myo-Va location, in contrast to our observations in non-
tumoral astrocytes from euthyroid and hypothyroid brains.

As in euthyroid/hypothyroid neural cultures, T3 treatment exerted the same up-
regulative effect over Myo-Va expression in U373 cells, compared with the control condition
in SFM. Again Cyclophilin was used as internal control (Fig. 6B). We could observe a 30%
increase in Myo-Va expression upon T3 stimulation, as quantified by Western blotting (Figs.

6C and D).

3. DISCUSSION
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In this report, we showed that expression of Myo-Va, an unconventional myosin, is
modulated by the thyroid hormone T3 in the central nervous system in vivo and in vitro. Its
expression is diminished in the hypothyroid brain, including both neuronal and glial cell
populations. This modulatory mechanism was conserved even in malignant cell disfunction,
as observed for the astrocytic tumor cell line U373.

In the absence of T3, nervous system development is impaired and synaptic contact
fails. Here we have determined that hypothyroidism affects Myo-Va expression in the brain.
We observed a 50% reduction in Myo-Va expression in hypothyroid when compared with
euthyroid brains. This reduction is accounted by a significant decrease of 30% whithin the
astrocyte population and a discrete reduction in Myo-Va expression in neurons and
synaptosomes (20%).

We believe that Myo-Va neuronal reduction could be implicated in the deficiency of
synaptic transmission, a common sign of hypothyroidism in the brain. In fact, it has been
shown by others that this motor protein is essential for the correct establishment of synapses
within proper dendritic territories of Purkinje cells (Takagishi et al., 2007).

We have demonstrated the presence of Myo-Va in the growth cone, extension and
collateral branches of the axon. Although the presence of Myo-Va in growth cones has been
previously reported (Evans et al., 1997), this is the first demonstration of Myo-Va expression
in varicosities of neurites, where it may be involved in generation of branching (Dent and
Kalil, 2001). In this case, Myo-Va could play an important role in secondary axonal guidance
directed by growth cone interactions with extracellular cues, as well as in the transport system
of molecules and vesicles by myosin motor complexes.

Presence of actin and various myosins has been previously shown around the
nucleoplasm (Milankov and De Boni, 1993; Pestic-Dragovich et al., 2000), and we have

observed a similar punctate perinuclear distribution for Myo-Va in the cytoplasm of
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astrocytes. As Myo-Va has been implicated in mRNA transport from the nucleoplasm to the
cytoplasm (Ohashi et al., 2002; Salerno et al.; 2008), we believe this could explain the
perinuclear location observed here. In addition, Myo-Va localization around the sheet of
plasma membrane could be a consequence of its role in trafficking route of secretory granules
(Rudolf et al., 2003; Desnos et al., 2007).

The effect of T3 in morphological and biochemical properties of astrocytes have been
described by us (Trentin and Moura Neto, 1995; Trentin et al., 1995; Gomes et al., 19993;
Lima et al., 2001; Trentin et al., 2001) and others (Clos et al., 1982; Legrand et al., 1983;
Carlson et al., 1994, 1996). In this study, we reported that in hypothyroidism, Myo-Va
expression decreased 30% in astrocytes, and stimulation with T3 reversed this effect.
Furthermore, T3 also induced morphological changes in protoplasmic astrocytes that were
transformed into process-bearing astrocytes, as previously reported by us (Trentin et al.,
1995). Immunostaining suggests that Myo-Va is associated with the cytoskeleton supporting
these processes. Therefore, it is possible that Myo-Va performs a cargo function and
transports vesicles throughout astrocyte processes, as it occurs in neurites.

Myo-Va plays a role in type Il iodothyronine deiodinase (D2) recycling in a T4
dependent manner, suggesting that Myo-Va may be able to regulate TH concentration through
D2 levels. In fact, it has been shown that D2 provides adequate levels of the active thyroid
hormone T3 (reviewed by Bernal et al., 2003; Bianco and Kim, 2006; Ahmed et al., 2008).

It has been shown that Myo-Va is linked to regeneration and is a degradation target
during excitotoxic injury (Calliari et al., 2002; Alavez et al., 2004). These data, together with
the findings in this paper, strongly support the hypothesis that thyroid hormones could have a
role in Myo-Va expression after neuron damage.

Thyroid hormone modulation of Myo-Va seems to persist in transformed cells. Our

data demonstrate that T3 induces an increase in Myo-Va expression in the human astroglioma
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U373 cell line, bringing up an important question about the contribution of T3 to tumor cell
migration, through the myosin-actin contractile system of the cells, and in the control of
organelle transport.

Myo-Va has a pivotal position in cargo transportation, synapse establishment and
axonal guidance. Our demonstration that Myo-Va is a target of T3 in neuron and glial cells
opens new avenues for potential therapeutic modulation of this protein, and consequent motor
function, which could interfere with synaptic transmission and axonal transport, processes that

are affected in hypothyroidism.

4. Experimental procedures

4.1 Animals.

Hypothyroidism was induced in littermates by treating pregnant female rats on the 12th day of
gestation [embryonic day 12 (E12)] with 0.02% Methymazole (MMI, Sigma) in their drinking
water until end of lactation. After this period, animals were treated with MMI for 3 months
(adult hypothyroid rats), when they were used for experiments.

We also used newborn (P0) hypothyroid rats. All animals were kept under standard laboratory

conditions according to NIH guidelines.

4.2. Anti-Myosin-Va antibody.
We used affinity-purified rabbit polyclonal antibody against Myo-Va medial tail (MTMyo-Va
1117-1435 of chicken Myosin V) produced by us. Myo-Va medial tail protein was obtained

from bacterially-expressed recombinant protein according to Espreafico et al., 1992.

4.3. Cell Culture

4.3.1 Astrocyte Culture.
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Primary cultures were prepared from cerebral cortices from postnatal day zero (P0) euthyroid
or hypothyroid rats. Cortices were removed and meninges were carefully stripped off.
Dissociated cells were plated into 15.5-mm diameter wells (24-well plates) and/ or 25 cm?
tissue culture flasks (Corning Inc., NY, USA), previously coated with polyornithine (1.5
ug/mL, molecular weight 41000; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Astrocytes
were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12)
supplemented with 10% fetal calf serum (FCS, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Hypothyroid
astrocytes were cultured with T3/T4-depleted fetal calf serum as described by Trentin et al.
(1995). For immunocytochemistry assays, cells were plated on polyornithine-treated glass
coverslips. Cell cultures were incubated at 37°C in a humidified 5% CO,, 95% air atmosphere

chamber for 10 days until they reached confluence.

4.3.2. Neuronal culture.
Neuronal cultures were prepared from cerebral cortices from PO euthyroid and hypothyroid
rats as previously described (Gomes et al., 1999b), and incubated with serum free medium

(DMEM-F12; SFM) at 37°C in a humidified 5% CO,, 95% air atmosphere for 24 h.

4.3.3 Human Astroglioma U373-MG Cell Culture.

U373-MG cells were cultured in DMEM/F12 with 10% FCS medium, incubated at 37°C in a

humidified 5% CO,, 95% air atmosphere.

4.5, T3-treatment.

After reaching confluence, euthyroid and hypothyroid astrocytes and U373-MG cells were

treated with 50 nM 3,3’,5-triiodo-L-thyronine (T3, Sigma) in DMEM-F12 for 3 days, with
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daily changes of medium. Control cells were cultured simultaneously in SFM. After the third
day of treatment, proteins were extracted for western blots or cells were processed for

immunocytochemistry.

4.6. Protein Extracts.
4.6.1 Cell Protein Extracts.

Confluent monolayers were washed with ice-cold PBS, scraped from the dish, and lysed with
buffer A, containing 102 mM 2-(N-morpholino)ethanesulfonic acid (MES), 0.51 mM MgCly,
10 mM EGTA, 0.08 mM 2-mercaptoethanol, 1 mM phenylmethansulfonyl fluoride and 1 mM

benzamidine.

4.6.2. Synaptosomal Protein Extracts.

Synaptosomes were prepared from euthyroid and hypothyroid brains and purified over a
Percoll gradient, as described by Dunkley et al. (1986, 1988). Isolated synaptosomes were
disrupted with the buffer A described above, and total protein was subjected to

polyacrylamide gel electrophoresis.

4.6.3. Brain Protein Extracts.

Whole euthyroid and hypothyroid rat-brain extracts and whole-brain extracts from control
Myo5a®="2/Myo05a%="?* (dilute-lethal) mice, a null mutant lacking Myo-Va (Moore et al.,
1988), were obtained by homogenizing the brain with buffer A and centrifuging at 7,000 x g

for 2 min (4°C). Proteins were also subjected to polyacrylamide gel electrophoresis as below.

4.7. Myosin Il Purification.
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Myosin Il from striated muscle was purified (see Bremel and Weber, 1975) from an
euthanized adult rat. Myosin Il was quantified and treated as described above for brain-

protein extracts.

4.8. Immunocytochemistry.

Immunocytochemistry was performed as previously described (Gomes et al., 1999b). Anti-
Myo-Va medial tail (1:50) or anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP) (DAKO, 1:400)
antibodies were used, followed by a second incubation with Cy3-conjugated sheep anti-rabbit
IgG (Sigma Chemical Co.; 1: 5000) for 1 h. The observations were made with a Nikon TE300
microscope. Representative cells were selected for documentation with CoolSNAP-Procf
(Photometrics). Immunofluorescence of neuronal cells was observed with an LSM 510 Meta
Zeiss confocal microscope. For double immunocytochemistry, anti-mouse B-tubulin isotype
Il (SIGMA; 1:200) and anti-Myo-Va antibodies were incubated overnight and developed
with fluorescein anti-mouse 1gG (Accurate Chemical & Scientific Corporation; 1:400) and

Cy3.

4.9. Electrophoresis and Western Blot Analysis.

Protein samples from cells, synaptosomes and brains were quantified (Bradford, 1976), and
approximately 50 pg of protein per lane was resolved on a 7.5% sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE). After migration, proteins were processed
for Western blotting as previously described (Faria et al., 2006). We used antibodies anti-

Myo-Va (1: 500), and anti-Cyclophilin (1: 1000; Synapse) as internal controls.

4.10. Statistical Analysis.
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Western blot films were scanned and protein bands were analyzed by Scion Image software.
The optical density (O.D.) of each band was quantified. Cyclophilin was used to correct each
Myo-Va immunodetection band and results were shown as Myo-Va and Cyclophilin ratio.
Data are presented as mean + S.E.M of 3 different experiments for each condition. Statistical
significance was assessed for all measurements using Student's t-test or ANOVA followed by

Dukey test in GraphPad Prism 5; values of p < 0.05 were considered significant.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: (A) Western blot for Myo-Va on whole protein extract from normal rat brain (b) or
dilute lethal (d") mouse brain,purified myosin 11 (MI1). Western blot for Cyclophilin (B) or
Myo-Va (C) on whole protein extract from euthyroid (Eu) and hypothyroid (h) adult brains.
(D) Quantitative analysis of bands is expressed as the ratio between Myo-Va and Cyclophilin

O.D. levels (mean + S.E.M., n= 3). * p < 0.05 according to Student’s t-test.

Figure 2: Typical immunofluorescence pattern for Myo-Va (A) and B-tubulin Il (B) in
cortical neurons. (C) Overlay of (A) with (B). Specific localization of Myo-Va in growth

cones (arrow) and varicosities of neurites (arrowhead). Scale bar = 20 pm.

Figure 3: Western blot for Cyclophilin (A and B) and Myo-Va (C and D) on whole protein
extracts from PO cortical neurons (Neu) and adult synaptosome (Syn) obtained from euthyroid
(Eu) and hypothyroid (h) rat brains. (E) Quantitative analysis of bands is expressed as the
ratio between Myo-Va and Cyclophilin O.D. levels (mean = S.E.M., n= 3). * p < 0.05

according to Student’s t-test.

Figure 4: Immunofluorescence for Myo-Va in (A) euthyroid cortical astrocytes, (B) non-
treated hypothyroid cortical astrocytes and (C) T3-stimulated hypothyroid cortical astrocytes.
Myo-Va is heavily localized on nuclear periphery (arrow) and around plasma membrane
region (arrowhead). Insets: GFAP immunostaining in euthyroid (A’) and hypothyroid (B’)

astrocytes. Scale bar = 20 pm.
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Figure 5: Western blot for Cyclophilin (A) and Myo-Va (B) on whole protein extracts from
euthyroid (Eu) or hypothyroid (h) astrocytes treated with T3 (T3) or incubated with SFM for
negative control (Ct). (C) Quantitative analysis of bands is expressed as the ratio between
Myo-Va and Cyclophilin O.D. levels, (mean + S.E.M., n=3). p < 0.05 for hypothyroidism (*)

and T3-treatment (**) conditions according to ANOVA two ways

Figure 6: (A) Myo-Va immunolocalization in U373-MG cells. Inset: GFAP immunostaining
(A’). Western blot of Cyclophilin (B) and Myo-Va (C) on whole protein extracts from control
(Ct) and T3-treated (T3) U373-MG cell line. (D) Quantitative analysis of bands is expressed
as the ratio between Myo-Va and Cyclophilin O.D. levels (mean £ S.E.M., n=3). * p < 0.05

according to Student’s t-test. Scale bar = 50 pm.
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Abstract: The harmonious development of the cen-
tral nervous system depends on the interactions of the
neuronal and glial cells. Extracellular matrix elements
play important roles in these interactions, especially la-
minin produced by astrocytes, which has been shown to
be a good substrate for neuron growth and axonal
guidance. Glioblastomas are the most common sub-
types of primary brain tumors and may be astrocytes in
origin. As normal laminin-producing glial cells are the
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preferential substrate for neurons, and glial tumors
have been shown to produce laminin, we questioned
whether glioblastoma retained the same normal glial—
neuron interactive properties with respect to neuronal
growth and differentiation. Then, rat neurons were
co-cultured onto rat normal astrocytes or onto three
human glioblastoma cell lines obtained from neurosur-
gery. The co-culture confirmed that human glioblasto-
ma cells as well as astrocytes maintained the ability to
support neuritogenesis, but non-neural normal or
tumoral cells failed to do so. However, glioblastoma
cells did not distinguish embryonic from post-natal
neurons in relation to neurite pattern in the co-cultures,
as normal astrocytes did. Further, the laminin organ-
ization on both normal and tumoral glial cells was al-
tered from a filamentous arrangement to a mixed
punctuate/filamentous pattern when in co-culture with
neurons. Together, these results suggest that gliobla-
stoma cells could identify neuronal cells as partners, to
support their growth and induce complex neurites, but
they lost the normal glia property to distinguish neu-
ronal age. In addition, our results show for the first time
that neurons modulate the organization of astrocytes
and glioblastoma laminin on the extracellular matrix.

Key words Glioma - neuron—glia interactions -
extracellular matrix - brain tumors

Introduction

The harmonious development of the central nervous
system (CNS) depends on the interactions of the neu-
ronal and glial cells. These interactions are established
early on during brain development and may be

U.S. Copyright Clearance Center Code Statement: 0301—4681/2006/7409—562 $ 1500/0



controlled by growth factors released in the extracellu-
lar space, by extracellular matrix (ECM) elements, or
gap-junctions, in order to achieve CNS construction.
During neurogenesis, astrocytes, the larger glial cell
population in the brain, play a pivotal role in both em-
bryonic and adult neural cell development (Lim and
Alvarez-Buylla, 1999; Song et al.,, 2002; Nakayama
et al., 2003). It has been shown that astrocytes promote
neuronal proliferation, axonal guidance, and synapse
formation in vitro (Noble et al., 1984; Mallat et al.,
1986; Nedergaard, 1994; Garcia-Abreu et al., 1995b;
Tessier-Lavigne and Goodman, 1996; Gomes et al.,
1999b) and also in vivo (Rakic, 1972, 1981; Snow et al.,
1990; Pires-Neto et al., 1998). These interactions can
also be seen by functional coupling of neurons to glia
(Froes et al., 1999) or by the capacity of neurons to
control gap-junctional communication in astrocytes
(Rouach et al., 2000, 2002) and modulate oxytocin re-
ceptor expression in rat cultured astrocytes with in-
volvement of transforming growth factor B (TGF p)
(Mittaud et al., 2002). In fact, an increasing amount of
evidence points toward neurons as modulators of glial
development. For instance, neuron-derived signals in-
duce proliferation and morphological changes in cere-
bellar glia (Hatten, 1985, 1987), cortical glial maturation
with an increasing expression of the astrocyte marker
GFAP through TGFf1 secretion and dependent on
neuronal brain region (Gomes et al., 1999a; De Sampaio
e Spohr et al., 2002; Sousa et al., 2004). These data
suggest that neuronal and glial cells’ interactions may be
differentially regulated during development of the brain
according to brain-specific regions. In fact, it has been
proved that astrocytes can define the three-dimensional
shape of mouse mesencephalic neurons based on its re-
gionally specific heterogeneity (Denis-Donini et al.,
1984; Garcia-Abreu et al., 1995b). We have demon-
strated that astrocytes derived from distinct sub-regions
of the midbrain can differently modulate neurite exten-
sion and arborization. Astrocytes from the lateral re-
gion of the midbrain are permissive to neurite
outgrowth of midbrain neurons, whereas those derived
from the midline are non-permissive to neuritic growth
(Garcia-Abreu et al., 1995b). This difference of mid-
brain astrocytes property could be partially due to the
concentration of sulfated proteoglycans distributed in
the astrocyte ECM or delivered in the medium by the
cells from the distinct midbrain sub-regions (Garcia-
Abreu et al., 1996, 2000) as well as by their abilities to
deposit laminin differentially in their own ECM, show-
ing a different organization on each of the astrocyte
types: filamentous on lateral astrocytes ECM or mixed,
filamentous, and punctuate shape, on medial astrocytes
(Garcia-Abreu et al., 1995a).

Among several ECM components, laminin has been
implicated in the morphogenesis of the nervous system
with abundant evidence of its ability to promote cell
migration, differentiation, and axonal guidance in vitro
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(Chamak and Prochiantz, 1989; Liesi, 1990; Hunter and
Brunken, 1997; Colognato and Yurchenco, 2000). As-
trocytes are thought to be a major source of ECM
molecules in the CNS (Pindzola et al., 1993; Powell and
Kleinman, 1997) even when differentiated in vitro, and
they also produce laminin. In vivo, its laminin expres-
sion decreases during normal astroglial maturation and
in the injured adult CNS, laminin is produced only in
some reactive astrocytes near lesions (Liesi, 1985; Gift-
ochristos and David, 1988; McKeon et al., 1991).
Glioblastomas are the most common subtype of pri-
mary brain tumors and are characterized by its highly
proliferative index, aggressive invasiveness, and short
survival, being considered one of the deadliest of human
cancers (Kleihues and Cavenee, 2000). As normal la-
minin-producing glial cells and laminin itself from an ex-
ogenous source are the preferential substrate for neuron
growth, and glial tumors have been shown to produce
laminin in vitro and in vivo (Giese et al., 1995; Chintala
et al., 1996; Ljubimova et al., 2006), we questioned
whether glioblastoma retained the normal glial properties
and behavior with respect to supporting neuronal growth.
To approach these questions, rat neurons were co-
cultured onto rat normal astrocytes or non-neural cells
or onto three human glioblastoma cell lines obtained
from neurosurgery. We verified that human glioblastoma
cells as well as astrocytes supported neuritogenesis, but
non-neural cells failed to do so. Different from astrocytes,
glioblastoma cells did not distinguish embryonic from
neonatal neurons in relation to neurite pattern in the co-
cultures. Laminin organization on both normal and
tumoral glial cells was changed from a filamentous ar-
rangement to a mixed punctuate/filamentous pattern
when in co-culture with neurons. Our data strongly sug-
gest that like astrocytes, Gbm cells recognize neurons as
partners to support growth of complex neurite and that
neurons modify glioblastoma laminin organization.

Materials and methods
Animals

All animals were kept under standard laboratory conditions
according to NIH guidelines.

Primary astrocyte, neuronal, and endothelial cell cultures

Astrocyte primary cultures were prepared from newborn (0-1-day
old; P0) Wistar rat cerebral cortices, as described previously
(Trentin and Moura Neto, 1995). Dissociated cells were plated in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)/F12/10% FBS into
a 15.5mm diameter well (24-well plate) and/or 25 cm? tissue culture
flasks (Corning Inc., New York, New York), previously coated
with polyornithine (1.5 pg/ml, Mr 41,000; Sigma, St. Louis, MO).
For immunocytochemistry assays, cells were plated on polyorni-
thine-treated glass coverslips. The cultures were incubated at 37°C
in a humidified 5% CO,, 95% air chamber for 10 days until reach-
ing near confluence.
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Primary neuronal cell cultures were prepared from 18 day em-
bryonic (E18) and newborn (0-1 day old; P0) Wistar rats cerebral
cortices as previously described (Moura Neto et al., 1983). Briefly,
single-cell suspensions were obtained by dissociating cells of cer-
ebral cortices in DMEM/F12 medium supplemented with glucose
(33mM), glutamine (2mM), and sodium bicarbonate (3 mM).
5 x 10* cells were plated either on polyornithine-treated coverslips
placed on a 24-well plate to single neuronal cultures or plated onto
normal or tumor cell monolayers to a co-culture, as indicated be-
low. The neuronal cultures or the co-cultures were kept in DMEM/
F12 medium without serum or supplements for up to 24 or 48 hr.

Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were obtained
by treatment of umbilical veins with a 0.1% collagenase IV solution
(Sigma) as described previously (Jaffe et al., 1973) and adapted by
Ferrari de Outeiro-Berstein et al. (2002). Dissociated cells were
plated in plates previously treated with porcine skin gelatin and
grown in M199 supplemented with 2mM glutamine, 2.5 mg/ml
amphotericin B, 100mg/ml penicillin, 100mg/ml gentamycin,
0.13% sodium bicarbonate, and 20% fetal calf serum (FCS). Cells
were maintained as indicated for astroglial cells.

Human glioblastoma (Gbm) cell culture

Primary human glioblastoma cell cultures (Gbm) were obtained, by
surgical biopsy, from patients who had given written consent to the
study, and the procedures were in agreement with the Brazilian
Ministry of Health Ethic Committee (CONEP No. 2340). The
tumor samples were analyzed histologically by the Pathology Serv-
ice of the Federal University of Rio de Janeiro Hospital. The glial
tumor biopsies were washed in DMEM medium, mechanically dis-
sociated, plated onto glass coverslips previously coated with poly-
ornithine, or directly plated on a 24-well plate and/or 25cm? tissue
culture flasks (Corning) in growth medium DMEM/F12 supple-
mented with 10% FCS. The cell cultures were kept as described
above. The medium was changed every 3 days until the culture was
near confluence, in around 7 days. Then, cell cultures were either
fixed and processed for characterization as described below, or
split, or frozen in media containing 50% glycerol, 50% growth
medium in cryotubes, and conserved in liquid N,. The tumor cells
were named Gbm95, Gbm02, and Gbm03.

Cell line cultures

RAT (Fibroblast cell line) was a generous gift from Dr. Ulisses
Gazos Lopes (Lopes et al., 1997); MCF7 (breast cancer cell line)
and U79 (uterus cancer cell line) were obtained from Rio de Janeiro
Cell Bank (http://www.bcrj.hucff.ufrj.br/home.html). These cell
lineages were cultured as described for Gbm cells.

Co-cultures

Primary astrocytes, Gbm, and cell line monolayer plated on cov-
erslips were used as a carpet to grow, in co-culture, neurons from
E18 and PO rat cortices as described in Garcia-Abreu et al. (1995b).
Briefly, cell monolayers near confluence were washed three times
with serum-free DMEM/F12. Cells (5 x 10°) freshly dissociated
from E18 or PO rat brain hemispheres obtained as indicated above
were plated onto those monolayers. The co-cultures were main-
tained 24 or 48 hr in serum-free DMEM/F12 and then, the media
were discarded and the co-cultures were fixed with paraformalde-
hyde for immunocytochemistry, morphometry, and statistical anal-
yses of the neuronal morphology.

Histological analyses and immunocytochemistry

Biotin—streptavidin—peroxidase immunohistochemistry was per-
formed in 3-4 um thickness paraffin tumor sections. Sections were

immunostained with anti-GFAP monoclonal primary antibody
(1:50, Dako, CA). The Universal Immunostaining System
Streptavidin—Peroxidase kit (Coulter, Fullerton, CA) was used to
develop the reaction. Hematoxylin was used to stain and counter-
stain paraffin tumor sections and mounted with PERMOUNT. The
primary antibody was omitted to provide negative controls.

All samples were examined under a light microscope Nikon
(Tokyo, Japan) TE 300 and some were selected for image docu-
mentation on a CoolSNAP-Procf, ROPER Scientific Photometrics
(Tokyo, Japan).

Immunocytochemistry was performed as described previously
(Garcia-Abreu et al., 1995b and Gomes et al., 1999b). Briefly, cul-
tured or co-cultured cells plated on glass coverslips were fixed with
4% paraformaldehyde for 30 min and permeabilized with 0.1%
Triton X-100 in phosphate-buffered saline (PBS) for 5min at room
temperature, except by laminin staining. After blocking, cells were
incubated with primary antibodies for 1hr at room temperature,
followed by PBS washes and incubation with specific secondary
antibody conjugated with Cy3, fluorescent isothiocyanate, or
horseradish peroxidase. To perform morphometry analysis, neu-
rites were visualized using the VIP kit (Vector, Burlingham, CA)
reaction. Primary antibodies used and dilutions were as follows:
anti-GFAP (1:500, Dako), anti-nestin, anti-vimentin and anti-f3-
tubulin IIT (1:200, Sigma), and anti-laminin (1:30, Sigma). In all
immunostaining-negative controls, reactions were performed by
omitting the primary antibody. No reactivity was observed when
the primary antibody was absent.

Morphometry and statistical analyses

Neurons immunostained for B tubulin III were analyzed by the
total neurite length using the Sigma Scan Pro Software (Jandel
Scientific, Linslade, UK). In each experiment, at least five inde-
pendent experiments were performed and each in triplicate, about
100 neurons per well, encompassing three to four fields randomly
chosen on the coverslips, were scored per condition. Statistical sig-
nificance was evaluated using the Mann—Whitney test (Siegel, 1956)
from the statistical package of Microsoft Excel version 7.0.

Electrophoresis on polyacrylamide gel and Western blot analysis

Protein concentration on cell extracts was measured in triplicate by
the Bradford method (Bio-Rad, Hercules, CA). Fifty micrograms
of protein per lane was loaded to electrophoresis in a 7.5% sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE).
Proteins were electrically transferred onto a Hybond-P polyvinyli-
dene difluoride membrane (Amersham Biosciences, Miami, FL) for
1 hr. Membranes were blocked in buffer containing non-fat milk
5%, and incubated with the polyclonal rabbit anti-Laminin (1:300,
Sigma), 4°C, overnight. Peroxidase-conjugated secondary antibody
(1:2,000, Amersham) was added to the membrane and incubated
for 1hr at room temperature. Proteins were visualized using the
enhancing chemiluminescence detection system (ECL-Plus; Amer-
sham Pharmacia Biotech, Miami, FL). Coomassie blue staining of
the gel was used to monitor protein loading.

Results
Human glioblastoma characterization

Surgical biopsies from three glial tumors diagnosed as
glioblastoma were used in this study. The computed
tomography (CT) and magnetic resonance (MR) imag-
ing showed a typical ring-shaped aspect with a hypo-
dense center because of necrosis and peripheral contrast



enhancement, plus the peritumoral hypodense area due
to edema (Figs. 1A—1C). The contrast enhancement was
a criterion to suspect a glioblastoma. Hematoxylin—
eosin (HE) staining of 4 um histological sections of each
tumor sample is shown in Figures 1D—1F. The temporal
lobe tumor Gbm95 (Fig. 1A) corresponds to a glial ne-
oplasia with diffuse proliferation of fibrillary astrocytes,
moderate nuclear pleomorphism, occasional multinu-
cleated cells with many mitoses, and necrosis as a fea-
ture of glioblastoma. In addition, vascular proliferation
can be observed in the tumor area (Fig. 1D). Gbm 02
also shows temporal localization (Fig. 1B) and the HE
staining permits observation of glial neoplasia with cel-
lular pleomorphism and many gemistocystic figures
(Fig. 1E). The frontal lobe neoplasia, Gbm 03 (Fig. 1C),
is characterized by pleomorphic astrocytic proliferation
and evident hypercromatic nuclei. In all three tumors,
we found focal areas of necrosis, microvascular, and
endothelial proliferation (data not shown).

Gbm02 and Gbm 03 were GFAP-positive in many of
the neoplasic cells (Figs. 1H,11). However, in Gbm95,
some neoplasic cells were GFAP-positive, although this
antigen was primarily identified in the reactive as-
trocytes that intermingled with cells (Fig. 1G). Togeth-
er, these observations in combination allowed these
three tumors to be classified as glioblastoma.

Glioblastoma cell cultures

At phase contrast, the glioblastoma cell cultures,
Gbm95, Gbm02, and GbmO03, did not show significant
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Fig.1 Magnetic resonance, com-
puted tomography image, and
histopathology of human gliobla-
stoma. (A) Gbm 95, magnetic
resonance depicting a temporal
lobe-enhancing lesion with central
necrosis and mass effect. Brain
computed tomography scans of
Gbm 02 (B) and Gbm 03 (C). Note
the hypodense area in the lesion
area suggesting an edema. Hem-
atoxylin—eosin staining of Gbm 95,
Gbm 02, and Gbm 03 (D-F) show-
ing vascular endothelial prolif-
eration (black arrow) gemistocyst-
ic figures (arrowhead) and cellular
pleomorphism  (stars). GFAP
immunoreaction of Gbm 95, 02,
and 03 (G-I). Note that some ne-
oplasic cells were GFAP-positive
(diamonds), although this antigen
was primarily identified in the re-
active astrocytes that intermingled
with tumor cells Scale bar: 50 pm.

morphological difference (Figs. 2A-2C). However,
Gbm cells were morphologically different from the
flat-shaped primary astrocytes and non-neural tumors
cell lines (data not shown). All these types of gliobla-
stoma cells are positive to vimentine (Figs. 2D-2F), ex-
hibiting the filament network of this protein in the
cytoplasm and concentrated around the cellular nuclei.
In addition, all Gbm cells were also positive to the anti-
GFAP antibody, but the cytoplasm staining has a more
punctuate distribution than that of the filamentous
network usually observed in normal rat astrocytes
(Figs. 2G-2I). Although all cells were stained to these
glial-filaments, some of them were more clearly labeled
than others (Figs. 2G-2I). Nestin, a precocious inter-
mediate filament cell marker, was present in glioblasto-
ma cells in culture as well (Figs. 2J-2L). Interestingly,
we identified many cells that did not react with anti-
nestin antibody (Figs. 2J-2L). These results show that
in culture Gbm cells express neural markers, thus re-
taining astroglial identity.

The normal glial and glioblastoma cells are preferential
substrates for neurons

In order to evaluate whether human glioblastoma
Gbm95, Gbm02, and GbmO3 cells could sustain neu-
rite outgrowth, freshly dissociated cells obtained from
18 day embryonic (E18) or neonatal (P0) rat brain were
cultured, under serum-free conditions, onto monolayers
of each three types of glioblastoma for 24 hr. The neu-
ron growth supporting properties of glioblastoma
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Gbmo02

Gbm03

Vim

Fig.2 Human glioblastoma cell characterization. Phase contrast
photomicrography of Gbm 95 (A), Gbm 02/02 (B), and Gbm 03/02
(C). Vimentin, GFAP, and nestin immunostaining of Gbm 95

monolayers was compared with that of normal primary
astrocytes from newborn rat brain (Figs. 3A-3D). Dur-
ing the first 24 hr, E18 neurons extended neurite with
very complex branches when co-cultured onto normal
astrocytes as well as onto glioblastoma cells, although
we observed that the neurites were shortened on Gbm
than in astrocyte carpets (Figs. 3A-3D). The Gbm02
seemed to be a slightly better substrate for neurite ex-
tension than the other two glioblastoma, Gbm95 and
Gbm03 (compare Figs. 3C with 3B, 3D).

In order to observe the progression of neurites, we
maintained the co-cultures for one more day (Figs. 3E—
3H) under the same condition. Neurons co-cultured
onto normal glial or onto Gbm cell carpet showed very
long and similar complex neurites (Figs. 3E-3H). We
noticed that in both glial and Gbm carpets, neurons
sometimes aggregate their cell bodies and extent neu-
rites (Figs. 3E-3H). In order to investigate whether glial
and tumor carpets are capable of supporting the growth
of aged neurons, we co-cultured neonatal cells onto
these carpets (Figs. 31-3Q). As we observed previously,
neurons exhibited similar pictures of complex neurites
when co-cultured onto glial or tumor carpets for one or
two days (Figs. 31-3Q). On the second day of co-cul-
ture, neurons exhibited a very similar profile, extending
normally branched neurites (Figs. 3N-3Q), although it
seemed that both PO neurites were shorter on the second
day of co-culture than E18 neurites co-cultured onto the
glial substrates (compare Figs. 3E,3N).

Monolayers of a lineage of rat fibroblast were used as
non-neural cell carpet to co-culture neurons under the

Nestin

GFAP

(D, G, J), Gbm 02/02 (E, H, L), and Gbm 03/02 (F, I, M), respec-
tively. Scale bar: 50 um. Panels D to M show blue nuclei 4/,6-
diamidino-2-phenylindole staining. Scale bar: 50 um.

same conditions, but in this case neurons exhibited a
paucity of neurites (not shown). Despite the scarcity of
neurites on the neurons co-cultured onto fibroblast,
under this condition no neuron was able to survival
more than 6 hr. To verify whether another human cell,
but non-neural cell, could support neurite growth of
neurons, we co-cultured freshly prepared newborn neu-
rons on monolayers of MCF7, a breast tumor lineage, a
U79 human uterus tumor lineage, and on HUVEC, a
normal human cell prepared from a human umbilical
vein. It was observed that neurons did not survive, and
died during the first 6 hr of co-cultures on all these cell
carpets tested (not shown).

These observations led to the conclusion that human
glioblastoma cells retain the property of normal glia to
recognize neurons as a partner and favor their devel-
opment and neurite growth in culture.

Does neurite outgrowth show age-related differences?

In order to compare the neurite patterning of embry-
onic neurons with that of newborn neurons in glial and
tumor substrates, we used a morphometry study of the
neuronal complexity in co-cultures described above
(Fig. 4). The longest neurite (Fig. 4A) growing on nor-
mal glia carpet from embryonic E18 neurons were
400 pm in the first 24 hr. After 48 hr in co-culture, the
longest neurite increased 50% of growth, reaching
600 um in length (Fig. 4B). E18 neurons cultured onto
human glioblastoma cells developed shorter neurites,
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PO neuron

Fig.3 Representative morphology of B tubulin I1I-positive neurons
co-cultured onto astrocytes and Gbm cells in different times. E18
neurons were co-cultured for 24 and 48 hr onto astrocytes (A, E),

the longest being 200 um (Figs. 4A,4B). These differ-
ences between neurite lengths of the two types of subst-
rates, normal versus tumoral glia, were around three to
four times in the first 24 hr and increased to four to five
times during the next day of co-culture, favoring the
growth of neurites onto normal glia carpet. Although
the longest neurite of E18 neurons on normal glia carpet
was four times longer than those found on tumor glia,
when we analyzed the median of total length we found
an increase of only 1.5 times on the first day and up to
two times for the second day (Figs. 4A,4B). This could
then explain the apparent similarity shown in Figure 3.

The normal astrocytes, during the first 24 hr of co-
culture, supported PO neurite growth up to 240 pm and
it reached nearly 400 um on the second day of co-cul-
ture, which was lower than the corresponding length
displayed by E18 neurons (Figs. 4A—4D). The median
of total length neurite was nearly a half of the neurite
length from embryonic E18 neurons, even after 48 hr in
co-culture (Figs. 4C,4D). Thus, astrocytes were a better
substrate, although the total lengths of the longest neu-
rites in PO neurons were shorter than those observed

Gbm 95 (B, F), Gbm 02 (C, G), and Gbm 03 (D, H). PO neurons
were co-cultured for 24 and 48 hr onto astrocytes (I, N), Gbm 95
J, O0), Gbm 02 (L, P), and Gbm 03 9 (M, Q). Scale bar: 50 um.

from the E18 neurons (Figs. 4A—4D), suggesting that
astrocytes can distinguish embryonic neurons develop-
ing from newborn rat neurons by inducing different
neuritic patterning. On the other hand, it was noticeable
that embryonic and neonatal neurons growing onto
glioblastoma cell carpets showed total length of neurites
and median lengths that were similar during 24 and
48 hr of co-culture (Figs. 4A—4D). These results led us
to conclude that astrocytes are able to distinguish the
different neurite growth potential characteristic of em-
bryonic and neonatal neurons. Further, Gbm cells are
not able to distinguish these different neuronal poten-
tials. Therefore, Gbm cells cannot recapitulate some
aspects of astrocyte—neuron interaction, but they at
least retain the permissive properties of neurite growth.

Neurons modulate laminin pattern on glial and Gbm
cells

In order to verify whether laminin expressed by Gbm
and glial cells in co-culture shows a particular organi-
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zation related to permition and sustaining neurite out-
growth, a polyclonal anti-laminin antibody was used to
identify this glycoprotein deposition on normal as-
trocytes and Gbm cells under the same experimental
conditions used previously (Fig. 5). Laminin was stained
as a mesh-network (hypodense) on the surface of as-
trocyte cultures (Fig. 5A). On Gbm cells, we observed an
intense fluorescence of laminin staining on its surface
that seemed to be arranged in a manner similar to nor-
mal astrocytes, but with a highly dense staining follow-
ing cell shape and indicating a higher laminin density in
tumor ECM (Fig. 5C). In fact, protein extracts from the
three Gbm cell lines seemed to be at least twice the
amount of laminin if compared with those of normal
astrocytes (Fig. 5SE). In an attempt to evaluate the la-
minin organization in both glia and tumor cells under
the co-cultures described above, a comparative immuno-
staining of laminin was performed (Figs. 5B,5D). Sur-
prisingly, it was observed that the fibrillar meshwork of
laminin on the surface of glial and tumor cells was
changed when both embryonic and neonatal neurons
were present on top of the carpets (Figs. 5B,5D). Fi-
brillar ECM laminin changed to a mixed arrangement,
slightly fibrillar, but with a densely distributed punctuate
laminin organization in both astrocytes and glioblasto-
ma cells. In addition, we observed laminin patches more
clearly present in neuron-Gbm co-cultures than in Gbm
cultures. Interestingly, we rarely observed these laminin
patches in astrocyte cultures. These results suggest that
the laminin reorganization was due to the neuron—glia
co-culture condition, suggesting that neurons could con-
trol the organization of normal or glioblastoma ECM
cells, at least regarding laminin patterning.
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Fig.5 Neurons modulate laminin pattern on glial and Gbm cells.
Laminin immunoreaction (red) of Astrocyte (A) and Gbm 95 cells
(C) showing the predominant fibrillar pattern on the cell surface.
E18 B tubulin III-positive neurons (green) co-cultured onto as-
trocytes (B) and Gbm 95 cells (D) altered the fibrillar pattern to a
mixed fibrillar and punctuate pattern (Arrows). The same results
were found when PO neurons were used (not shown). (E) Immuno-
blot analysis of the 200 KDa laminin content in the cell extracts
from astrocytes, Gbm cells co-cultured or not with E18 or PO
neurons. Scale bar: 50 um.



Discussion

In this report, we investigated the interactive properties
of neuron and glial cells, looking for similarities and
differences between normal and tumor glial cells, with
respect to survival and support of neuritic growth from
embryonic and neonatal neurons. Our experiments
point out that the interactivity characteristic of glial
cells with neurons is well preserved, even when malig-
nant transformation of glia is occurring. The following
conclusions can be arrived at from our experiments: (1)
rat astrocytes distinguish the neuritic growth potential
of embryonic and newborn neurons; (2) although sup-
portive to neuritic growth, glioblastoma cells lose their
characteristic of normal glia to distinguish this poten-
tial; (3) non-neural cells tested here cannot support
neuronal growth; (4) glioblastoma cell produces la-
minin as an exuberant density deposited on its ECM;
and finally, in a pioneer experiment to our knowledge,
(5) it was demonstrated that neurons modulate laminin
organization on ECM from normal or tumoral glial
cells.

Among neuroectodermal neoplasias, glioblastoma is
a highly malignant tumor. This tumor entity (Russell
and Rubinstein, 1989) of astrocytic lineage can arise
through a process of anaplasia from astrocytoma, by
progressive steps of pre-existent lower grade astrocytic
tumor (Schiffer, 1997). Glioblastoma are mainly local-
ized in cerebral hemispheres, preferentially arising in the
subcortical white matter (Kleihues and Cavenee, 2000)
and rarely present in the gray matter. Three samples
from different patients were investigated and showed
glioblastoma patterns as indicated by tomography di-
agnosis, staining with HE in paraffin sections, and
GFAP immunostaining. Although GFAP has been
considered a specific marker to normal or tumor glial
cells from astrocytic lineage (Eng et al., 1971) and is
currently used for diagnosis (Deck et al., 1978), inves-
tigation of the GFAP presence in these three tumors
showed varied expression, with some positive cells to
astrocytic antigen and other negative ones, and some-
times the overall GFAP levels were lower than normal
glia. A similar picture has been described for SV-40T
antigen immortalized glial cells (Moura Neto et al.,
1986; Frisa et al., 1994) or for another human gliobla-
stoma (Gomes et al., 1997). In fact, these differences of
GFAP expression in glioblastoma could account for
possible highly proliferating tumor cells negative for
GFAP (Schiffer, 1997) and because of an increasing
astrocytic anaplasia, causing a progressive loss of
GFAP production (Duffy et al., 1982). Thus, these dif-
ferences of GFAP expression between glioblastoma
cells could be explained by the cellular heterogeneity of
the tumor (Singh et al., 2003) or perhaps because of a
transformation of stem cells by asymmetrical division
(Reya et al., 2001; Berger et al., 2004). Then, the ex-
pression of GFAP could be preceded by another protein

569

expression, for instance nestin before the conversion of
immature glial cells and GFAP astrocytic tumoral cells.

After tumor removal, the biopsies of glioblastoma
used here were cultured for several generations, frozen,
and re-plated, and they always retained the same mor-
phology and growth rate in culture. Three Gbm cells
were stained for GFAP and vimentin, but nestin
immunoreaction was not found in all cells. In fact, it
has been demonstrated that established astrocytoma
cell lines, with enhanced motility and invasive potential,
are decorated with nestin (Rutka et al., 1999). Although
we could not double immunostain for intermediate fil-
aments in our experiments, it is possible that nestin-
positive cells are also GFAP positive. This co-expres-
sion could either point to a close relationship between
proliferating glioblastoma cells and precursor cells or
proliferating reactive astrocytes present in the tumor
mass (Lin et al., 1995). Our work is more in accordance
with the first possibility above, as it would be difficult
to believe in the presence of reactive astrocytes in the
culture after more than 15 splits.

Astroglia is a unique substrate for the in vitro growth
of central nervous system neurons (Noble et al., 1984).
In our experiments, normal glia or human Gbm cell
supported neuron survival and neurite growth with
complex arborization. Neither rat fibroblast and HU-
VEC, nor non-neural human tumor cell tested in this
work supported neuron. Moura Neto et al. (1986) re-
ported that mesencephalic rodent glial cells, normal or
transformed by SV-40T antigen (SV-40 Tag), support
the development of rodent neurons (Mallat et al., 1986).
These SV-40-transformed mesencephalic astrocytes
could induce the same degree of growth complexity in
mesencephalic or striatal neurons. It has also been
shown that SV-40 Tag-immortalized astrocytes that ex-
pressed lower GFAP levels supported neurite extension,
but less efficiently than normal astrocytes (Frisa et al.,
1994). Our results from the astroglial and Gbm cells are
in agreement with these reports, and show for the first
time that despite being able to support neurite growth,
Gbm cells different from astrocytes are not able to dis-
tinguish the distinct neuritic growth potential character-
istic of embryonic and newborn neurons. Although we
cannot rule out the possibility that these differences are
due to homotypes versus heterotypes cells, rat neuron/
rat glia versus rat neuron/human glia, respectively, these
findings strongly suggest that changes in the glial cells
ECM, or in the glial membrane components, or glial-
soluble molecules recognizing the surface of the neurons
are playing a pivotal role in this neuron—glia interaction.

Laminin is one of the ECM components implicated in
neurite growth and is expressed by glial cells. Four dis-
tinct immunoreactive patterns can be organized in de-
veloping rat brain: small and large punctiform laminin,
sheath laminin, and somal laminin on the ECM (Zhou,
1990) with unique spatial and temporal distributions.
Our previous study demonstrated that fibrillar or punc-
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tuate glial-ECM laminin organization is related to dif-
ferent degrees of neurite extension (Garcia-Abreu et al.,
1995a; Freire et al., 2002; for a review, see
Cavalcante et al., 2002). Here, we verified that levels of
laminin expression seem to be higher in Gbm than in
glial cells. In fact, laminin isoforms change from normal
astrocytes to glioblastoma and it is overexpressed in glial
tumor cells (Ljubimova et al., 2004, 2006). Interestingly,
in our experiments the presence of neurons on glial or
Gbm cell surface changed the laminin organization from
fibrillar to a predominant punctuate array. Differences in
laminin organization may be due to different isoforms
expressed (Ljubimova et al., 2004) or as we have pub-
lished, due to a focal altered pH on cell surface (Freire
and Coelho-Sampaio, 2000) that could be induced by
sialic acid present on the membrane surface of the glial
cells (Freire et al., 2004), and by consequence favors ne-
uritogenesis or cell proliferation. In these reports, the
implications of protein kinases A or C were demonstrat-
ed. As laminin is involved both in B1 integrin-dependent
and independent signaling mechanisms during neuro-
genesis (Andressen et al., 2005), our results suggest that
the interconversion of laminin forms described here
could also be dependent on a possible role of neurons or
their signalizing molecules acting on the glial membrane
surface and ECM similar to Reelin, Disabled 1, and Bl
integrins acting on radial glial (Dulabon et al., 2000;
Forster et al., 2002), for instance. Experiments are in
progress to understand this mechanism more clearly.
Our results show that neuronal control of laminin might
be relevant to understanding the biological properties of
glial and tumor cells in vivo. If malignant glia cells rec-
ognize signals provided by normal neurons, then perhaps
migration and invasion of glioblastoma cells in the brain
are supported by cross-talk between migrating tumoral
cells and the neighboring neurons.

In conclusion, our results show for the first time that
human glioblastoma cells, in spite of their malignant
progression, maintain glial characteristics to support
neuronal survival and neurite outgrowth, although they
did not retain normal glial properties of distinguishing
young neurons from aged ones. In addition, we also
concluded that neurons modulate laminin organization
in glioblastoma cells as well as in normal glia.
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