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RESUMO

ALVES, Tercia Rodrigues. Modulagdo da apoptose endotelial e da diferenciacdo angiogénica em
gliomas humanos: papel da matriz extracelular tumoral. Rio de Janeiro, 2007. Tese (Doutorado em
Ciéncias Morfologicas) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal do Rio de janeiro,
Rio de Janeiro, 2007.

Os gliomas sdo tumores de origem glial e constituem mais de 40% de todos os neoplasmas do
sistema nervoso central (SNC), em particular aqueles de composi¢@o astrocitica ou astrocitomas. Sao
extremamente invasivos, infiltrativos, destrutivos e fatais. Apesar de serem altamente vascularizados,
possuem uma angioarquitetura aberrante e sub-funcional. Dentre as particularidades dos gliomas,
destacamos a distinta matriz extracelular (MEC) que secretam, onde a tenascina-C (TN-C) ¢é expressa e
incorporada em elevados niveis, uma glicoproteina matricelular desadesiva que compete com a
glicoproteina adesiva fibronectina (FN), desestabilizando os contatos focais e induzindo proliferacao
celular em gliomas. Nos vasos quiescentes neurais a TN-C ndo ¢ expressa, porém estd fortemente
localizada ao redor dos vasos recém-formados do glioma e parece colaborar com a angiogénese
tumoral. Neste trabalho, n6s nos propusemos a investigar o papel da MEC de gliomas na interagdo com
células endoteliais. Nos demostramos assim, que a MEC de gliomas induz anoikis (apoptose por
perda/falta de adesdo) numa sub-populagdo de células endoteliais em progressdo do ciclo celular (S-
G2/M). O processo de desaderéncia endotelial também se repetiu em sistemas de co-cultura com
linhagens celulares de glioma ou explantes de tumores gliais humanos, sugerindo que a morte
endotelial provém do contato direto com tais células e ndo pela lise celular e desarranjo da arquitetura
matricial. Contudo, as células endoteliais que sobreviveram a anoikis sao mais proliferativas, apesar de
menos eficientes na formacdo de estruturas tipo capilares in vitro, quando comparadas a células
endoteliais cultivadas sobre MEC de fibroblastos ou autoélogas. Ao estudarmos a composi¢ao da MEC
de diferentes linhagens de gliomas humanos, vimos que todas possuem uma elevada relagdo TN/FN,
sendo os niveis de FN muito abaixo dos niveis das MECs consideradas adesivas para as células
endoteliais (secretadas por fibroblastos ou autélogas). Nos mostramos também que o dominio EGF-like
da TN-C presente na MEC de glioma U373 estd envolvido no comprometimento da angioarquitetura
das células endoteliais. Nos sugerimos que esta proliferagdo endotelial acentuada e a mé organizagao
endotelial ¢ condizente com o perfil de vascularizagdo da massa tumoral in vivo e que a MEC do
glioma parece exercer um papel ativo e essencial no estabelecimento da rede vascular tumoral.

VIII



ABSTRACT

ALVES, Tercia Rodrigues. Modulagdo da apoptose endotelial e da diferenciacdo angiogénica em
gliomas humanos: papel da matriz extracelular tumoral. Rio de Janeiro, 2007. Tese (Doutorado em
Ciéncias Morfoldgicas) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal do Rio de Janeiro,
Rio de janeiro, 2007.

Gliomas are tumors of glial origin responsible for more than 40% of all neoplasms of the central
nervous system (CNS), in particular, those of astrocytic origin or astrocitomas. These solid tumors are
extremely invasive, infiltrative, destructive and lethals. Despite their high vascularity, they exhibit an
abnormal and subfunctional vascular network. Among the particularities of gliomas, we focused on
their secreted extracellular matrix (ECM) composition, with high levels of tenascin-C (TN-C), a
matricellular glycoprotein that disorganizes focal adhesion induced by fibronectin, thus resulting in
glioma cells proliferation. TN-C is not expressed by quiescent brain endothelial cells, but instead, it is
strongly upregulated around angiogenic vessels inside the tumor mass, and it seems to induce
angiogenesis. In this work, we investigated the role of glioma ECM in the endothelial-tumoral context.
We demonstrated that an endothelial sub-population in progress through the cell cycle (S-G2/M)
undergo anoikis (cell adhesion-dependent apoptosis). The endothelial anoikis was also observed in co-
culture systems with glioma cell lines or explants from glioma human tumors, and it may suggest that
endothelial cell death could be induced by direct tumor contact. However, endothelial cells that
survived to anoikis were more proliferative and less efficient to form tube-like structures in vitro, when
compared to endothelial cells cultures plated on autologous matrix or onto the matrix secreted by
fibroblasts. We also studied the composition of glioma ECM from different cell lines and all of them
exhibited an increased TN/FN ratio as compared to autologous ECM or to that secreted by fibroblasts,
shown to be highly adhesive for endothelial cells. We also showed that the EGF-like domain of the
U373 glioma TN-C is involved in the impairment of tubulogenesis by endothelial cells that interacted
with tumoral matrix. Thus, we suggest that these effects of tumor ECM on endothelial tubulogenesis or
proliferation would match with the pattern of angioarchitecture of the tumor mass in vivo. We also
propose that the extracellular matrix of gliomas have an active and very important role in the tumoral
vascular network.

IX



LISTA DE ESQUEMAS, FIGURAS E TABELAS

Esquema 1. Progressao maligna de astrocitoma humano (do grau I ao IV) segundo a classificacao da

WHO.

Esquema 2. Estagios de adesdo e inducdo do estagio de adesdo intermediario por proteinas

matricelulares.
Esquema 3. Dominios estruturais da TN-C e sua expressao no tecido canceroso.

Esquema 4. Desenho esquematico mostrando as caracterisitcas do contato astrocito-endotélio, os pés

vasculares.
Esquema 5. Modelo in vivo em camundongo mostrando cinco estagios da progressao do glioma.
Figura 1. HUVECs aderem sobre diferentes tipos de MEC nas primeiras horas de cultivo.
Figura 2. HUVECs descolam mais acentuadamente da MEC de glioma U373 em 24 horas de cultura.

Figura 3. Quantificacdo em tempo real (videomicroscopia) da desaderéncia das células endoteliais

sobre diferentes matrizes.
Figura 4. Quantificac¢do das células endoteliais em apoptose sobre as diferentes matrizes.

Figura 5. HUVECs morrem por apoptose mais acentuadamente por desaderéncia de matrizes de

glioma.

Figura 6. Meio condicionado (MC) de glioma ou de astrocitos normais ndo revertem o efeito de

inducdo de apoptose causado pelas matrizes secretadas por estas células gliais.
Figura 7. Desaderéncia das HUVECs das MECs de lgiomas humanos em 24 h de cultura.

Figura 8. Marcagao de anexina V-FITC e iodeto de propideo em HUVECs apods 24 h de cultivo sobre

MEC:s de outros tipos de glioma e outros tumores nao gliais.

Figura 9. As HUVECs entram em apoptose em contato direto com MECs imobilizadas livre de células

ou em contato direto com células endoteliais de glioma (co-cultura).

Figura 10. Explantes de GBM induzem anoikis das células endoteliais proximas e diferenciagdo

indicativa de tubulogénese nas células mais distantes ao tumor.



Figura 11. Explante embebido em gel de fibrina induz diferenciac¢do tubulogéncia das HUVECs mais

distais ao fragemnto e parece induzir anokis nas células endoteliais proximais.
Figura 12. O repouso do explante de oligodendroglioma nao danifica o tapete celular endotelial.

Figura 13. Explante de oligodendroglioma induz anoikis endotelial de HUVECs proximas e

diferenciagdo angiogénica das HUVECSs distais ao explante tumoral.

Figura 14. Explante de oligodendroglioma acentua a anoikis de HUVECSs proximas ao tumor apés 48

horas de cultivo.

Figura 15. Explante do mesmo oligodendroglioma humano ndo causa anoikis na monocamada de

fibroblastos FGH.

Figura 16. A linhagem de glioma humano U373 incorpora pouca quantidade de FN e alta quantidade

de TN em sua matriz.

Figura 17. Padronizacdo de um método semi-quantificativo para determina¢do do contetido de

fibronectina e tenascina em matrizes nativas.

Figura 18. Células endoteliais resistentes a anoikis induzida pela matriz do glioma U373 se tornam

mais proliferativas.

Figura 19. Células endoteliais resistentes a anoikis induzida pela matriz do glioma U373 nao

estabelecem uma correta anguioarquitetura.

Figura 20. O dominio EGF-like da TN nao interfere na desaderéncia das HUVECs apds 6 horas de

contato com as matrizes testadas.

Figura 21. HUVECs em fase GO/G1 do ciclo celular permanecem aderidas a MEC de glioma de

maneira equivalente as MECs adesivas.

Figura 22. O dominio EGF-like da TN influencia na capacidade tubulogénica de células endoteliais

que estdo em fase GO/GI.

Figura 23. O dominio EGF-like da TN influencia na capacidade tubulogénica de células endoteliais

heterogéneas.

XI



Figura 24. Modelo esquematico da indug¢do de apoptose endotelial em fase S-G2/M na co-optagdo de

células de glioma humano in vivo.
Figura 25. ANEXO 1. Cultura de células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC).

Figura 26. ANEXO 1. Co-cultura de neurénios e células endoteliais de veia umbilical humana

(HUVEC).

Figura 27. ANEXO 1. Co-cultura de neurdnios e células de astrocitos corticais ou de células de

glioblastoma humano .

Tabela 1. Mudancas vasculares que acompanham a progressao maligna de astrocitomas sdo incluidas

no critério de classificag¢ao, segundo a WHO.
Tabela 2. Marcadores endoteliais.
Tabela 3. Exemplos de algumas aberragdes do endotélio em gliomas.

Tabela 4. Comparacao dos teores de fibronectina e tenascina em matrizes nativas.

XII



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

OL - linhagem de glioma humano

A172 - linhagem de glioma humano

ADP - difosfato de adenosina

AH - 4cido hialurdnico

APC - cé€lula precursora astrocitaria

ATCC - American Type Culture Collection

ATP - trifosfato de adenosina

BRE - linhagem de célula endotelial de retina bovina

C6 - linhagem de glioma humano

Cdk - ciclina dependente de quinase

CDK4 - gene da CDK4 (ciclina dependente de quinase 4)
CKI - inibidor de ciclina dependente de quinase

CPHE - célula progenitora hematopoiética/endotelial
EGF - fator de crescimento epidermal

EGFR- receptor de EGF

EPC - célula endotelial progenitora

FAK - quinase de adesao focal

FGF - fator de crescimento de fibroblastos

Flk-1 (VEGFR2) - receptor tipo tirosina quinase do VEGF
Flt-1 (VEGFR1) - receptor tipo tirosina quinase para VEGF
FN - fibronectina

GAG - glicosaminoglicano

GBM - glioblastoma

GBMO0202 - linhagem de glioblastoma humano
GBMO0302 - linhagem de glioblastoma humano

GBMO95 - linhagem de glioblastoma humano

GFAP - proteina acidica fibrilar glial

GFP - proteina fluorescente verde

HUCCEF - Hospital Universitario Clementino Fraga Filho

XIII



HUVEC - célula endotelial de veia umbilical humana
LN - laminina

MC - meio condicionado

MCF-7 - linhagem de carcinoma mamario
MDA-MB-431 - linhagem de carcinoma mamario
Mdr-1 - produto do gene de multiresisténcia a drogas
MEC - matriz extracelular

MMACI - (gene) mutado em multiplos cancer avangados
MMP - metaloproteinase

NFP - neurofilamento neuronal

PDGEF - fator de crescimento derivado

SPARC - proteina secretada acidica rica em cisteina
TGF - fator de crescimento transformante

TGNM — tumor glioneuronal maligno

Tie-2 - receptor tipo tirosina quinase para angiopoietinas
TN - tenascina

TSP-1 — trombospondina-1

U373 - linhagem de glioma humano

U87 - linhagem de glioma humano

uPA — serino protease ativadora de plasminogénio tipo-uroquinase
VEGF - fator de crescimento de endotélio vascular

WHO - Organizagdao Mundial de satde

X1V



INDICE

1- Introducéo

1.1 Os gliomas

1.1.1 Classificagdo e diagnostico

1.1.2 Gliomagénese: glia dulta x célula-tronco neural
1.1.3 Alteragdes gentéticas

1.1.4 Invasdo do glioma no parénquima cerebral

1.1.5 A matriz extracelular (MEC) tumoral: papel ativo na gliomagénes e angiogénese

Fibronectina

Laminina

Glicosaminoglicanos (GAGs) e proteoglicanos
Proteinas matricelulares

Trombospondina-1

SPARC

Tenascina

1.2 As células endoteliais

1.2.1 Origem embrionaria da célula endotelial
1.2.2 O endotélio cerebral

1.3 Mecanismos de formagao de vasos sanguineos

1.3.1 Angiogénese

XV

19

19

20
26
28
29
32
34
36
37
38
39
41
41

45

45

46

51

51



Células endoteliais circulantes: vasculogénese pos-natal 54

Mimetismo vascular 55
Caracteristicas do endotélio e da vascularizagdo em gliomas 56
2. Foco do Estudo e Objetivos 65
2.1 Objetivos especificos 66
3. Materiais e Métodos 67
3.1 Animais 67
3.2 Cultura de células endoteliais humanas 67
3.3 Cultivo de linhagens celulares 67
3.4 Cultura primaria de astrdcitos de cortex de ratos neonatos 68

3.5 Obtenc¢ao das matrizes extraceluares (MEC) imobilizadas livre de células 69

3.6 Quantificacdo da adesdao das cé¢lulas endoteliais cultivadas sobre MECs imobilizadas pelo
método do MTT 70

3.7 Analise de adesOes/contatos focais e formacao de fibras de estresse durante a adesao inicial
das células endoteliais sobre MECs imobilizadas 70

3.8 Quantificagdo da anoikis endotelial induzida por MECs imobilizadas 71

3.9 Quantificacdo em tempo real por videomicroscopia do descolamento endotelial das MECs
imobilizadas 71

3.10 Analise das alteragdes morfologicas indicativas de apoptose endotelial no cultivo sobre
MECs imobilizadas 72

3.11 Quantificagdo dos nucleos apoptéticos das células entoteliais por 24 horas sobre MECs

imobilizadas 73

XVI



3.12 Analise da apoptose endotelial através de marcacdes com anexina 73

V-FITC e lodeto de Propideo (PI) por citometria de fluxo 73

3.13 Quantificacdo da apoptose endotelial por TUNEL em sistemas de co-cultura HUVEC x
glioblastoma 74

3.14 Dosagem qualitativa e semi-quantitativa das proteinas matriciais secretadas por ELISA
indireto (ELISA-enzyme linked immnuoabsorbant assay) 75

3.15 Co-cultivo e analise da apoptose endotelial em sistemas de co-cultura de HUVECs com
explantes de GBMs humanos 76

3.16 Dosagem de proliferagao celular por incorporacao de timidina tritiada 77

3.17 Determinacgao da proliferagao celular por incorporagao de MTT 77

3.18 Sincronizagao em Go/G1 das células endoteliais 78

3.19 Ensaio da tubulogénese em Matrigel® apods o contato de células endoteliais com as MECs
imobilizadas 78

3.20 Analise estatistica 79

XVII



4 — Resultados 80

4.1 - A matriz extracelular de gliomas mantém a adesdo e viabilidade das células endoteliais
nas primeiras horas de cultura 80

4.2 - As células endoteliais desaderem da MEC de glioma U373 ao longo de 24 horas de
cultivo 80

4.3 - Células endoteliais cultivadas sobre a matriz extracelular (MEC) de glioma morrem por
apoptose 85

4.4 - A apoptose endotelial também ¢ induzida por contato célula-célula 93

4.4.1 - Células de glioma em cultura causam apoptose endotelial, em sistema de co-cultura

93

4.4.2 - Explantes de gliomas em co-cultura causam desaderéncia de células endoteliais
93

4.5 - Investigacao dos componentes matriciais das células envolvidas no modelo de interacao
com as HUVECs por ELISA indireto 96

4.6 - Células endoteliais resistentes a anoikis induzida por matrizes tumorais possuem maior
capacidade proliferativa 105
4.7 - Células endoteliais resistentes a anoikis induzida por matrizes tumorais possuem menor
capacidade tubulogénica 106
4.8 - O dominio EGF-like da tenascina ndo estd envolvido na adesdo inicial das células
endoteliais sobre as MECs imobilizadas 106
4.9 - Células endoteliais sincronizadas na fase GO/GI1 resistem mais a anoikis induzida pela
matriz de glioma 107
4.10 - O dominio EGF-like da TN contribui para a baixa eficiéncia tubulogénica das células

endoteliais causada pela matriz de glioma U373 111

5 - Discussao . 116

XVII



5.1 - Adesdo ¢ viabilidade celular no endotélio 116
5.2 - Apoptose endotelial no curso da angiogénese 120

5.3 - Relevancia da composicdo da MEC de gliomas na interacdo com células endoteliais

123
5.4 Influéncia do glioma no comportamento de células endoteliais 125
5.5. O envolvimento da TN-C na eficiéncia tubulogénica 129

5.6 — Nossa contribuicao ao modelo proposto de co-optacdo vascular por células tumorais gliais

133
6.Concluséo 136
7. Perspectivas 137
8. Referéncias Bibliograficas 138

ANEXOS

XIX



1- Introducéo

1.1 - Gliomas

Os astrdcitos sdo células gliais, como a microglia (os macréfagos residentes do cérebro),
oligodendrocitos e células ependimarias. E sdo caracteristicos por sua morfologia tipicamente estrelada
e longos prolongamentos celulares (Rataboul et al., 1988). Os astrocitos expressam uma proteina de
filamento intermediario do citoesqueleto chamada proteina acidica fibrilar glial (GFAP), conhecida

como um marcador tipico de diferenciacao astrocitaria (Eng et al., 2000).

Gliomas sdo tumores de origem glial formados a partir da transforma¢ao maligna de astrdcitos,
oligodendrocitos ou de seus progenitores. Constituem os mais comuns tumores cerebrais,
correspondendo a mais de 40% de todos os neoplasmas do sistema nervoso central (SNC), em
particular aqueles de composi¢do astrocitica ou astrocitomas (Kleihues et al., 1995). Contudo, as
células que dao origem ao glioma ainda ndo foram identificadas de maneira convincente (Sanai et al.,

2005).

Os astrocitomas, em geral, sdo caracterizados por apresentarem heterogeneidade celular em
multiplos niveis — aparéncia, antigenicidade, estabilidade genética, quimiosensibilidade e
radiosensibilidade (revisto por Guérin e Laterra, 1997). Apesar da barreira hematoencefalica nos
gliomas apresentar disfun¢des, a mesma estd em geral preservada na regido peritumoral, fato que
dificulta a disseminagdo sistémica de drogas terapéuticas (Neuwelt et al, 1986). Como sdo tumores
muito invasivos e infiltrantes - embora ndo metastaticos (Hochberg & Puitt, 1980), a remogao cirurgica

¢ muitas vezes inviavel e infrutifera.

A sobrevida média dos pacientes portadores de glioblastomas ndo ultrapassa um ano, sendo a
sobrevida apds 5 anos igual a 0% (revisto por Plate e Risau, 1995), a despeito do uso de estratégias
agressivas tais como cirurgia, radioterapia e quimioterapia. Este quadro de sobrevida ndo difere
significativamente do descrito em um estudo de 1959, no qual a sobrevida média era de 10 meses, sem

nenhum paciente sobrevivente apds 5 anos do diagnoéstico inicial da doenga. Isto sugere que poucos
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progressos terapéuticos puderam ser feitos para enfrentamento destes tumores e claramente indica que

novas abordagens sao necessarias no tratamento e cura destes tumores malignos.

1.1.1 - Classificacao e diagndstico

O ideal no sistema de identificacao e diagnostico dos tumores gliais ¢ que este seja mundial, ou
seja, preciso, reprodutivel e utilizado por toda comunidade cientifica, independente da situacdo

financeira.

Existem dois ramos conceituais de classificagdo diagnodstica dos tumores gliais, incluindo
astrocitomas, oligodendrogliomas e os tumores mistos (oligoastrocitomas). A primeira que
descreveremos ¢ a classificagdo da WHO (World Health Organization) e em seguida, a classificagao

Sainte-Anne/Mayo.

Em 1979, a classificagdo dos gliomas da WHO foi estabelecida baseando-se em dois grandes
conceitos: a teoria de Bailey e Cushing, de 1926, que defende a idéia de que os tumores surgem de
células embriondrias capazes de se diferenciar, e a hipdtese de Kernohan, de 1949, que propde que os
tumores surgem pela desdiferenciacdo de células gliais adultas. Assim, a classificagdo da WHO herdou
a definicdo subjetiva de diferenciagdo e o valor histoprognostico baseando-se nas caracteristicas
histologicas intrinsecas a cada tipo celular (Figarela-Branger & Bouvier, 2005). Esta classifcacao
gradua ainda os astrocitomas em até quatro graus de malignidade (vide Tabela 1), os
oligodendrogliomas e oligoastrocitomas em até trés graus de malignidade. Os glioblastomas (GBMs) se
encaixariam no grau mais maligno dos astrocitomas e poderiam surgir de novo, ou evoluiriam a partir
de gliomas de baixo grau, conforme ilustra o Esquema 1. Os critérios histopatoldgicos considerados
incluem atipia nuclear, mitoses, proliferacdo endotélio/capilar e necrose, além de evidéncias clinicas,
como progressdo, idade do paciente e localizagdo cerebral (Kleihues et al., 1995; Figarela-Branger &

Bouvier, 2005).

Um problema freqiiente no diagnoéstico de gliomas feito de acordo com os conceitos da WHO ¢ a
grave falta de reprodutibilidade entre os patologistas. Isto acontece pela dificuldade em se distinguir a
natureza da célula tumoral (astrocitos ou oligodendrdcitos) principalmente pela falta de um marcador

exclusivo e confidvel para oligodendroglioma (Sanson et al., 2004). Outro fator importante ¢ a
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subjetividade na graduagdo tumoral, que envolve a nogao pessoal de anaplasia e de densidade celular
(Figarela-Branger & Bouvier, 2005). Um impasse a mais ¢ a questdo dos oligoastrocitomas. Qual a
porcentagem para cada tipo celular necessaria para o diagndstico? Nao pode haver precisdo diagnostica

quando se abre margem a subjetividade pessoal.

A classificagdo da WHO incorporou, de fato, em seus critérios de diagndstico, analises imuno-
histoquimicas da expressdao de proteinas de citoesqueleto vimentina e a proteina acidica fibrilar glial
(GFAP) e do fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF). Também foram acrescentadas
analises moleculares, por exemplo, a perda ou mutacdo do gene p53, perda do MMACI1 (mutated in
multiple advanced cancers), amplificagdo do CDK4 (cyclin dependent kinase 4) e dos receptores dos
fatores de crescimento EGF — epidermal growth factor e PDGF (platelet derived growth factor alpha)
[Plate & Risau, 1995; Mentlein & Held-Feindt, 2003]. Entretanto, desde que surgiu, a classificacdo da
WHO nao mudou expressivamente, tampouco a sobrevida dos pacientes com gliomas, o que indica que
¢ preciso que outras alternativas sejam utilizadas para que o diagnéstico do paciente e conseqiiente o

tratamento seja correto e eficaz.

Astrécitos diferenciados

Y

Astrocitoma pilocitico Grau |

Y

Astrocit bai
strocitoma baixo Grau II
grau
Y
Astrocitoma Grau II1
anaplasico
Y Y
Gliobastoma Gliobastoma primario Grau IV
secundario de novo

Esquema 1. Progressao maligna de astrocitoma humano (do grau I ao grau I'V) segundo classificagdo da WHO —
World Health Organization (Kleihues et al., 1995). A gradacdo dos tons de cinza no retangulo a direita
representa a progressao maligna tumoral.
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Tabela 1. Mudangas vasculares que acompanham a progressdo maligna de astrocitomas também sdo incluidas no critério de classificacdo, segundo a
WHO (Pietsch & Wiestler, 1997)".

Classificacéo Invaséo Idade de ocorréncia | Comportamento
Grau |Neoplasma benigno
| ou semi-benigno Nao invasivo Mais comum em |Bem demarcado
criangas Raramente evolui para anaplasia
Astrocitoma
pilocitico
Grau
1 Neoplasma benigno Infiltracio extensa do tecido cerebral adjacente;
ou semi-benigno comprometimento de estruturas pré-existentes como axonios
milenizados e neuronios corticais
Astrocitoma fibrilar | Infiltrante difuso | Adultos
ou  gemistocistico Padrdo de crescimento de dificil defini¢cao
de baixo grau
Forte potencial de progressao maligna para o grau III ou IV
Grau |Maligno
11 Possivel progressao para grau IV
Astrocitoma
anaplasico
Grau |Maligno Mais frequente em|Devido a sua capacidade de migragdo, estes neoplasmas
v adultos, podem se apresentar como tumores multifocais ou gliomas
Glioblastoma ocasionalmente pode | bilaterais (borboleta)
Multiforme ser observado em |Dramatico crescimento celular
criangas e em adultos | Extensa migragdo ao longo das fibras mielinizadas
jovens Angiogénese tumoral proeminente

com a sobrevivéncia pos-operatoria dos pacientes.
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Tabela 1. Continuagao

Localizacdo preferencial | Caracteristicas histopatoldgicas Tratamento/sobrevivéncia
Grau Bipolar Criangas podem ser curadas por
| Estruturas da linha média Células fusiforme em matrix fibrilar (as vezes alternando | remocao cirirgica
(ex: nervo oOptico, tdlamo, | com dreas microcisticas) Remocdo subtotal frequentemente
tronco cerebral e cerebelo) | Fibras de Rosenthal resulta em quadro clinico estavel por
varios anos seguido de lenta
recorréncia
Grau Atividade mitdtica ndo elevada
1
Populacdo de células neoplasicas com citoplasma | Recorréncia apds remocgao cirurgica
Qualquer regido do SNC eosinofilico, forte marcacdo GFAP e nucleo excéntrico
Grau Alta densidade celular, pleomorfismo celular e alta
i atividade mitotica
Proliferacao vascular moderada Historico clinico curto.
Auséncia de necrose Doenga rapidamente progride apesar
Pode conter areas correspondentes a graus mais baixos|de intensos esforcos terapéuticos,
indicando uma origem a partir de lesdes menos malignas incluindo resseccao cirurgica,
Grau Células neoplasicas pequenas ¢ pobremente diferenciadas | radiacdo e quimioterapia
v Possivel presenca de células gigantes multinucleadas
Predominantemente nas | Alta atividade mitotica e uma fragao significativa de células
regides supratemporais, | tumorais em proliferacdo sdo comumente detectadas.
porém pode também ter | Acentuada proliferagdo de células endoteliais e necrose (a
origem em outras regides do | vasculatura tumoral anormal frequentemente estd associada
SNC a trombos e subseqiiente necrose das areas tumorais
adjacentes)
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A classificagdo feita pelo Hopital Sainte-Anne (Paris, Franga) foi coordenada pela Dra. Catherine
Daumas-Duport em colaboracdo com a clinica Mayo (EUA) e se chama classificagdo Sainte-
Anne/Mayo. A WHO ndo a reconhece como um sistema de classifica¢do, porém, ao longo dos anos a
classificagdo Sainte-Anne/Mayo vem apontando possiveis falhas no sistema atual de identificagdo dos
gliomas proposto pela WHO. A base de seu diagndstico atual ¢ através do estudo das bidpsias
correlacionadas a técnicas de imagem (ressonancia magnética ou scanner). Desta forma ¢ possivel
definir a estrutura espacial do glioma (tumor do tipo infiltrante, s6lido ou ambos), o modo de
crescimento no tecido cerebral e de redefinir o critério para o dificil diagnostico dos

oligodendrogliomas.

O tumor solido apresentaria além das proprias células tumorais, microangiogénese € uma regiao
que capta o contraste como visto na técnicas de imagem. Contudo, algumas células tumorais poderiam
isoladamente, se infiltrar no parénquima adjacente absolutamente normal, intacto e sem
neovascularizagdo, caracterizando o tumor infiltrativo, sem captacdo de contraste, visto na imagem.
Assim, astrocitomas pilociticos seriam compostos unicamente por tecido tumoral, os glioblastomas
seriam mistos, compostos por tecido tumoral e também por células tumorais isoladas infiltrantes, e os
oligodendrogliomas e os oligoastrocitomas, no inicio da evolugdo, por células tumorais isoladas

infiltrantes (Figarela-Branger & Bouvier, 2005).
Assim, segundo a classificagdo Sainte-Anne/Mayo, os gliomas infiltrantes se classificariam em:
1) Oligodendroglioma A ou B;

2) Oligoastrocitomas (contendo componentes astrocitarios gemistocisticos misturados a
oligodendroglia) grau A ou B. O grau B seria o grau mais maligno e apresentaria forte

expressao de VEGF (Varlet et al., 2000) e hiperplasia endotelial com captacao de contraste;
3) Glioblastomas, e;
4) Tumor glioneuronal maligno (TGNM) o qual abordaremos sucintamente mais adiante.

Os gliomas astrocitarios sdo altamente angiogé€nicos, ao contrario dos oligodendrogliomas ou
oligoastrocitomas que podem passar anos sem captacao de contraste detectada na producao de imagem.
Nestes, a angiogénese seria um evento tardio caracterizando a passagem do grau A para o grau B. Os

glioblastomas ndo seriam formados pela progressao de tumores de graus menos malignos.
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A progressao da malignidade em GBMs ¢ acompanhada de proliferagdo vascular (Daumas-Duport,
1988). Os GBMs sao, portanto, conhecidos por sua alta vascularizagdo e estdo entre os tumores
humanos mais vascularizados. Nas técnicas de imagem, ha uma visivel captacdo de contraste em anel e
edema. A histologia varia de acordo com a regido em que foi feita a bidpsia. A amostra tecidual
retirada da regido de captacdo de contraste apresenta proliferacdo tumoral densa, polimorfa, com atipias
nucleares, mitoses, proliferacdo endotélio-capilar e necrose. A diferenciacdo astrocitaria ¢ certa e
exclusiva, ha uma positividade heterogénea de GFAP no seio tumoral. A presenca de uma disposi¢ao
celular em palissada em volta da zona de necrose ndo ¢ caracteristica de glioblastomas, como considera
a WHO. Se a amostra da bidpsia for retirada fora da zona de captacdo de contraste, na zona de edema,
esta apresentara no exame histopatologico células tumorais isoladas infiltrativas que consistem, em sua
maioria, de elementos indiferenciados com nucleos hipercromaticos desprovidos de citoplasma, sem
expressado de GFAP e altamente proliferativos. A correlagdo com as técnicas de imagem,
principalmente no caso dos GBMs ¢ fortemente defendida pela classificacdo de Sainte-Anne/Mayo,
pois a zona infiltrativa composta de células isoladas e correspondente a zona de edema poderia ser
facilmente confundida com astrocitomas graus II ou III quando na verdade trata-se de um glioblastoma

heterogéneo (Figarela-Branger & Bouvier, 2005).

A classificacdo de Sainte-Anne/Mayo vai de encontro a classificagdo estabelecida pela WHO. Um
exemplo claro disso ¢ o complicado diagndstico dos oligodendrogliomas infiltrativos (composto por
células tumorais isoladas infiltrantes no parénquima sadio). Este tumor causa gliose reativa dos
astrocitos que pode ser vista por imunomarcacdo com anti-GFAP. De acordo com a WHO, estes
tumores sdo interpretados como astrocitomas fibrilares grau II ou mesmo como astrocitomas
anaplasicos grau III devido a presenca de mitose na area (Varlet et al., 2000; Figarela-Branger &

Bouvier, 2005).

O tumor glioneuronal maligno (TGNM) ¢ constantemente confundido com astrocitomas grau I11
ou IV de acordo com a WHO, porém tem comportamento bioldgico distinto. Pode ser encontrado em
criancas ou em adultos preferencialmente no lobo temporal e a recorréncia e metastase podem ser
freqlientes. Apresenta mitose, necrose com padrdo pseusopalisadico, edema e captagdo de contraste
demonstrado pela técnicas de imagem. Contudo, apresenta grande variagdo de um tumor para outro. A

presenga de uma populacdo neuronal anapldsica pode ser confirmada pela imunomarcagdo do
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neurofilamento neuronal (NFP). Uma populagdo GFAP positiva também ¢ encontrada nestes tumores, €
mais ainda, ¢ comum a presenca de cé€lulas duplamente positivas para NFP/GFAP o que pode sugerir

que seriam células pluripotentes como células-tronco (Varlet ef al., 2004)

As andlises de imagens, histologicas, estatisticas, e de freqiiéncia de ocorréncia ndo parecem ser
ainda suficientes para um diagnostico preciso, sem margens a enganos. O tratamento do paciente
comega com o diagndstico e € preciso conhecer a natureza da célula que da origem ao glioma a fim de
se desenvolver, eventualmente, marcadores celulares/genéticos especificos para a identificacdo destas
células gliais tumorais. Afinal, como diagnosticar e tratar o tumor quando ndo se conhece a natureza

celular da gliomagénese?

1.1.2 - Gliomagénese: Glia adulta versus célula-tronco neural

No embrido, as células-tronco sdo caracterizadas por sua habilidade de auto-renovacdo e
diferenciagdo multipotente. Na vida adulta, varios tecidos também contém células-tronco somaticas
auto-renovaveis (ou células-tronco adultas) em nichos especificos capazes de se diferenciar em varios
tipos celulares com a principal fungdo de regeneracgdo tecidual (Lotem & Sachs, 2006). Entretanto, ao
contrario do que se acreditava anteriormente, as células-tronco adultas t€ém uma plasticidade de
diferenciagdo muito ampla e nao somente tecido-especifica. Sob as condi¢des certas, o genoma das
células-tronco adultas pode ser reprogramado epigeneticamente, resultando numa multipotencialidade
de diferenciacdo. A plasticidade de diferenciacdo vai além da sua linhagem de origem, dependendo
apenas da acessibilidade para transcri¢do dos genes que estariam livremente expressos nos outros
tecidos. A reprogramacao epigenética de uma célula tem o exemplo famoso da ovelha Dolly. O nucleo
de uma célula somatica adulta foi transferido para um odcito anucleado e assim reprogramado para

formar um embridao normal (Wilmut ez al., 1997).

O desenvolvimento do cancer envolve tanto mudangas genéticas como epigenéticas que
resultam em crescimento e diferenciagdo celular. Varios tumores t€ém em sua populagdo células-tronco
auto-renovaveis e embora estas sejam capazes de originar um cancer, células normais diferenciadas
também podem ser reprogramadas, expressar propriedades de células-tronco e originar a doenca

(Lotem & Sachs, 2006). O estimulo epigenético (modificacdo na metilagio do DNA ou na estrutura da
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cromatina, por exemplo) pode restaurar o fenotipo normal em células cancerosas, embora nao se
conhega toda a extensdo de tal propriedade. As células-tronco tumorais podem dar origem a células
normais. Por exemplo, células-tronco tumorais de leucemia, neuroblastoma, carcinoma de colon e
carcinoma hepatocelular, podem se diferenciar em tipos celulares normais encontrados no sangue,
cérebro, colon e figado, respectivamente (Lotem & Sachs, 2006). A transferéncia de ntcleos de células
de meduloblastoma para ovocitos anucleados resulta em desenvolvimento in vitro normal até
blastocisto, sem qualquer trago morfologico que indique a proliferagdo indefinida tipica dos tumores.
Todavia, nenhum destes blastocistos sobreviveu apos o dia E8,5 de gestacdo quando implantados no
utero de uma f€mea, apesar de apresentarem diferenciagdo tecidual e os estagios iniciais de
organogénese (Li et al, 2003). Muitas destas interpretagdes experimentais da geracao de tumores se
aproximam dos experimentos iniciais de Pierce, utilizando-se de corpos embridides e demonstrando a

progressao tumoral (Pierce, 1983).

No caso dos gliomas, a grande variabilidade fenotipica causa imensa dificuldade de se
estabelecer um marcador celular de diagnostico exclusivo e preciso para cada subtipo de glioma.
Vejamos o exemplo de Oligl e Olig2, dois fatores de transcrigdo expressos por oligodendrocitos
normais, oligodendrogliomas e astrocitomas. Apesar de ndo serem expressos por tumores cerebrais nao
gliais, ndo sdo marcadores muito discriminativos para serem usados na rotina de diagnéstico de

classificagdo de um glioma (Sanson 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, parecendo ter papel na multiplicacao indefinida destas células e para a
malignidade quando injetadas em cérebro de camundongo nude (Kondo et al, 2004). Frangois Berger ¢
colegas (2004) formularam um modelo especulativo onde tumores em geral, incluindo também os
gliomas, teriam origem na divisdo assimétrica de células-tronco neurais. A cada divisdo assimétrica da
célula-tronco neural — capaz de gerar neurdénio ou glia - seria gerada uma nova célula-tronco tumoral,
que permaneceria nesta zona germinal assintomatica e uma outra célula progenitora tumoral que

migraria e proliferaria dando formagdo ao glioma.

No sistema nervoso central de mamiferos adultos podem-se encontrar células-tronco neurais na

zona subventricular, na camada subgranular do giro dentado hipocampal ou na substincia branca

28



subcortical. As células progenitoras gliais podem ser encontradas no cortex, corpo caloso, camada

branca periventricular, zona subventricular e giro dentado (Berger et al., 2004, Lotem & Sachs, 2006).

As células progenitoras t€ém quimiosensibilidade diferente das células-tronco e sdo ainda
capazes de migrar e proliferar para sitios distantes da zona germinal. A regido da massa tumoral seria
constantemente povoada por novas células progenitoras tumorais vindas da regido clinicamente
silenciosa, a zona germinal. Parece haver uma predilecdo comum das células-tronco neurais, c€lulas
progenitoras e células de glioma pelo mesmo substrato - a substancia branca e membranas basais dos
vasos sanguineos. A presenga de células-tronco neurais, elementos progenitores e glia adulta

diferenciada seria o substrato perfeito para uma transformacao neoplasica (Sanai ef al., 2005).

1.1.3 - Alteracdes genéticas

As alteragdes genéticas necessarias para a transformagdo das células-tronco neurais e das
células progenitoras ainda ndo foram completamente identificadas. Sabe-se que oncogenes como Akt e
KRas parecem estar envolvidos na formacgdo de tumores cerebrais condizentes histologicamente com

glioblastomas em roedores (Sanai et al., 2005).

Ja foram identificadas algumas vias de alteragdes genéticas correlacionados ao desenvolvimento
de um glioma. Dentre elas existem trés vias principais: 1) inativagdo de p53 (associadas a astrocitomas)
e perda dos cromossomos Ip e 19q (mais especifico para oligodendrogliomas); 2) mais freqiiente em
astrocitomas anaplésicos, a delecdo de P16/CDKN2A4 no cromossomo 9p21, inativacdo do gene RB/
(retinoblastoma 1) no cromossomo 13q e amplificagdo de CDK4 resultando interrup¢do do ciclo
celular; 3) nos glioblastomas sdo mais freqiientes a inativagdo de PTEN no cromossomo 10q e
amplificagdo e/ou rearranjo do gene EGFR (receptor do fator de crescimento EGF (Epidermal Growth
Factor) ou do gene PDGFR (receptor de PDGF - Platelet Derived Growth Factor), envolvendo a

sinalizacdo de receptores do tipo tirosina kinase (Sanson et al, 2004).
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1.1.4 - Invaséo do glioma no parénquima cerebral

A biologia de um glioma ¢ bem distinta de outros tumores ndo cerebrais, pois o tumor glial
encontra-se confinado num espacgo delimitado pelos ossos da caixa craniana onde cresce somente nos
espacos ventriculares preenchidos por fluido cefalorraquidiano ou destruindo e se infiltrando no
parénquima cerebral sadio. Sua disseminagdo deve-se, portanto, a sua capacidade de migracao celular
ativa através do tecido tortuoso cerebral, ao invés de um simples espalhamento passivo. Os gliomas sdo
particularmente migratorios e destrutivos, apesar de sua natureza ndo metastatica. Respostas
inflamatorias estdo comumente associadas ao crescimento destes gliomas. Além de se espalhar
localmente destruindo o tecido nervoso sadio, as células de um GBM podem, inclusive, migrar de um
hemisfério para outro (Sontheimer, 2003). A presenca de células isoladas que migraram e se infiltram

no tecido cerebral sadio pode ser uma das causas da reincidéncia tumoral pds-cirurgia (Rao, 2003).

A migracgdo celular pode refletir-se pelo papel das metaloproteases (MMPs), que pertencem a
uma familia de endopeptidases zinco-dependentes com 25 membros, de amplo espectro de hidrolise de
proteinas extracelulares. Sabe-se que sua agdo ndo s6 aumenta a migragdo tumoral como também
estimula a progressao tumoral. A regulacdo das MMPs pode ser feita por expressao génica, ativacao
das pré-enzimas e através dos inibidores teciduais especificos (TIMPs). Citocinas, fatores de
crescimento, estresse fisico, transformacao, interacdo célula-célula e célula-matriz induzem expressao
de MMPs (Rao, 2003). A expressao de metaloproteinases pelos gliomas estd intimamente relacionada a

sua malignidade e capacidade migratéria (Nakano ef al., 1995).

Em gliomas, a alta secre¢do de uPA (serino-protease ativadora de plasminogénio tipo-
uroquinase) ¢ inversamente relacionada ao prognodstico do paciente e parece estar relacionada a
capacidade invasiva (Rao, 2003). A uPA ¢ produzida na sua forma inativa pré-uPA que se liga ao seu
receptor uPAR e ¢ ativado pela plasmina. A plasmina por sua vez ¢ ativada pelo proprio uPA através da
clivagem do plasminogénio e assim cria-se um feedback positivo entre uPA e plasmina. A ancoragem

de uPA ao receptor traz a atividade proteolitica 8 membrana celular tumoral.

Menos populares que as metaloproteinases e as serino-proteases, as cisteino catepsinas também

oferecem importante contribuicdo no desenvolvimento tumoral. Existem 11 cisteino catepsinas
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humanas descobertas até o momento e pertencem a subfamilia das papainas das cisteino-proteases. As
cisteino-catepsinas sao predominantemente endopeptidades expressas constitutivamente, localizadas
nas vesiculas lisossomais citoplasmaticas e relacionadas a renovagao protéica (Mohamed & Sloane,
2006). As cisteino-catepsinas também sdo mais expressas em tumores em compara¢do as células
normais. Podem ser secretadas, permanecerem nas membranas celulares ou dentro das vesiculas
endossomais e lisossomais sugerindo que o substrato pode mudar de acordo com a localizagdao. No
meio extracelular, podem degradar proteinas como laminina, tenascina C, colageno tipo IV, E-caderina,
osteonectina, e ativar pro-enzimas como uPA (Mohamed & Sloane, 2006). Tais enzimas sdo reguladas
por inibidores endogenos pertencentes a familia das cistatinas. S@o eles: estefinas, cistatinas e

cininogénios. Dos inibidores intracelulares, os mais abundantes sdo as estefinas A e B.

A catepsina B ¢ uma cisteino-protease lisossomal que degrada varios componentes matriciais
como coldgeno, laminina e fibronectina e estd relacionada a invasdo e neovascularizagdo de varios
tipos de cancer incluindo gliomas (Yanamandra et al., 2004). Andlises imunohistoquimicas de 27
gliomas benignos e¢ 73 gliomas malignos humanos revelou que as amostras indicando forte marcacao
para catepsina B se correlacionavam com o menor prognostico do paciente. Células endoteliais de
GBMs também apresentavam forte marcag¢do para catepsina B e isto também se relacionava a baixa
sobrevivéncia dos pacientes. A marcacao da estefina A, um inibidor endégeno da catepsina B foi fraca

e encontrada apenas em poucos gliomas benignos e alguns malignos (Strojnik et al., 1999).

A invasdo tumoral involve atividades enzimdticas simultaneamente. Gondi e colaboradores
(2004a) mostraram que o uso concomitante de transcritos truncados para catepsina B e para o receptor
de uPA trouxe melhores efeitos na supressdo do crescimento, migragdo, invasdo e até inducdo de
diferenciagdo endotelial em células de glioblastoma humano iz vitro. Em um outro trabalho, Gondi e
colegas (2004b) demonstraram que metaloproteinases ¢ uPA também podem ser alvos terapéuticos
simultdneos na supressdo da progressdo maligna com o uso de RNAs de interferéncia para uPA, uPAR
e MMP-9. Contudo, o envolvimento conjunto de MMPs ativas e a cascata de uPA-plasmina na

invasividade de gliomas j4 tinha sido demonstrada antes.

Células de gliomas migram muito mais em presenga de astrdcitos. Isto porque a glia normal
secreta normalmente a forma pro-MMP-2 e niveis indetectaveis de MMP-2 ativa. Porém em co-cultura

com células de glioma, os astrocitos passam a ativar a pro-MMP-2. A explicagdo se da pela ligagao de
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uPA com seu receptor (UPAR) que leva a clivagem/ativacao do plasminogénio em plasmina. Esta, por

sua vez, cliva a pro-MMP-2, ativando-a (Le et al., 2003).

Atualmente sabe-se que além do suporte enzimdtico, outras moléculas também cooperam na
destruicdo tecidual abrindo o caminho no estabelecimento da massa tumoral glial. A alta secrecdo de
glutamato parece estar diretamente relacionada ao crescimento do glioma (Rothstein & Brem, 2001).
Células de glioma secretam este neurotransmissor em grandes quantidades (Ye & Sontheimer, 1999;
Sontheimer et al., 2003), e com isso os gliomas induziriam uma cascata apoptdtica/citotoxica nos
neurdnios adjacentes, liberando espago no tecido cerebral aproveitado pelo tumor. O glutamato ¢ o
principal neurotransmissor excitatério secretado nas fendas pré-sindpticas excitando os receptores pos-
sinapticos, como o receptor NMDA permeavel a Ca’". A retirada do glutamato da fenda sinaptica é
feita pelos astrocitos adjacentes através de transportadores de glutamato dependentes de Na'. O excesso
de glutamato pode causar ativagdo prolongada dos receptores NMDA causando morte neuronal por

excitotoxicidade.

Varios trabalhos na literatura demonstram que células de glioma secretam altas concentragdes
de glutamato matando os neurdnios vizinhos. Entretanto estes dados sdo contraditérios na literatura.
Nao podemos ignorar que no crescimento tumoral deve haver recrutamento de microglia, a qual pela

produgdo de NO poderia também induzir a morte neuronal (Rozenfeld et al 2003).

A ativagdo prolongada dos receptores NMDA em neuronios pelo glutamato ativa calpainas, que
sdo cisteino-proteases dependentes de Ca®". As calpainas ativadas modulam negativamente a
funcionalidade e o superestimulo dos receptores NMDA através da ativacdo de NF-«xB, resultando num
efeito neuroprotetor durante processos isquémicos, por exemplo. Entretanto, o papel do NF-«B nao foi

esclarecido (Raynaud & Marcilhac, 2006).

Um outro mecanismo associado a invasdo e crescimento do glioma através da destruicao
tecidual ¢ a secre¢do de ATP. Este nucleotideo tem efeito citotdoxico no tecido cerebral normal, porém
os gliomas sao incapazes de metabolizar o ATP extracelular. Além disso, expressam pouquissima
quantidade de NTPDases, enzimas que hidrolisam ATP. A co-injecdo de células da linhagem de glioma
de rato C6 com apirase, uma enzima que hidrolisa ATP ¢ ADP (Wink et al., 2000), inibiu
significativamente o crescimento da massa tumoral (Morrone et al., 2006), sugerindo um papel vital do

nucleotideo na proliferagdo, invasao e estabelecimento da massa tumoral.

32



Uma situacao controversa ¢ um caso clinico que ilustra a migragao do glioma ao longo de fibras
nervosas mielinizadas da substancia branca usando-as como trilhos para a disseminag¢do cancerosa e
ndo a destruindo (Pallud ef al., 2005). O tumor em questdo era um oligodendroglioma grau III (WHO)
ou oligodendroglioma grau B (Sainte-Anne/Mayo) de uma paciente de 25 anos de idade localizado no
trato corticoespinhal da céapsula interna, pedunculo cerebral, ponte at¢é a medula oblonga.
Curiosamente, carcinomas sistémicos que metastatizam o cérebro mostram um padrao morfologico
muito mais delineado, invadem distancias pequenas e em grupos celulares que lembram glandulas e
ndo como as células isoladas infiltrantes dos gliomas. Todavia, os carcinomas metastaticos nao tendem

a migrar ao longo de vasos ou de feixes nervosos (Bellail et al., 2004).

Nosso grupo demonstrou que neurdnios co-cultivados com células de glioblastoma sdo capazes
de estender neuritos, embora estes prolongamentos fossem menores em comparagdo com a co-cultura
com astrocitos normais. Todavia, este resultado indica que o tumor de origem astrocitaria, embora
transformado pela neoplasia, ainda ¢ capaz de promover um certo grau de neuritogénese. Além disso,
sabe-se que a laminina ¢ um substrato preferencial dos neurdnios e estes modulam o padrao
morfoldgico de expressdo de laminina na matriz extracelular dos astrdcitos e das células tumorais gliais
(Faria et al., 2006). Neste conjunto de experimentos verificamos que outro substrato que ndo glial,
como células endoteliais de veia de cordao umbilical humano (HUVEC) ndo sdo bons substratos para o

crescimento neuritico, podendo mesmo levar a morte neuronal (ver Figura 26 no Anexo 1).

1.1.5 - A matriz extracelular (MEC) tumoral: papel ativo na gliomagénese e

angiogénese

No sistema nervoso central (SNC) normal em desenvolvimento a MEC tem papel fundamental
na migra¢do de células precursoras gliais e neuronais, crescimento axonal, formacdo de sinapses e
proliferacdo celular. No cérebro adulto, a matriz somente é remodelada durante os reparos de lesdes ou

na neoplasia (Bellail et al., 2004).

Na composicdo da matriz extracelular de gliomas encontramos 4cido hialurénico e outros
glicosaminoglicanos (GAGs), proteoglicanos como BEHAB e versican V2, trombospondina, tenascina

C, SPARC e laminina (Bellail et al.,2004). Os colagenos fibrilares, laminina e fibronectina ficam
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limitados as areas perivasculares e vasculares. Entretanto, possuem alta capacidade de induzir adesao,

migracao e proliferacdo das células tumorais e endoteliais.

Os gliomas ndo podem crescer sem um pronunciado remodelamento da matriz extracelular do
tecido que o circunda. O remodelamento matricial acontece de duas formas principais: 1) degradagdo
proteolitica dos componentes do tecido normal adjacente, ja abordado na se¢do 1.1.5 ou; 2) sintese de
novos componentes matriciais pelas células neopldsicas e estromais. O resultado final destes dois
eventos ¢ a geragdo de uma MEC tumoral que difere qualitativa e quantitativamente da MEC do seu
tecido correspondente ndo-neoplasico (Castellani et al, 2002). Com a alteragdo da MEC pode-se

esperar que a interacao célula-matriz sofra também profundas modificagdes.

Células malignas normalmente elaboram menos matriz em relacao ao tecido normal de origem,
precisando assim de uma quantidade minima de matriz para crescerem. Para os tumores, uma matriz
densa ou uma perda total de matriz inibe o crescimento e a migracao celular. Essa matriz tumoral
intermediaria otima a invasdo cancerosa, ndo causaria anoikis (palavra do grego que significa “sem
teto, sem abrigo” e ¢ usada para identificar a apoptose causada por perda/falta de adesdo) nas células
tumorais, caso estas se destacassem do substrato pouco adesivo, pois as mesmas se tornaram
independentes de ancoragem e se protegem secretando, por exemplo, mais proteinas antiapoptoticas,
como Bcl-2 (Ruoslahti, 1999). Os gliomas migram ao longo de fibras nervosas ou mesmo ao longo de
vasos sanguineos (Bellail et al., 2004; Pallud et al., 2005) usando-os como verdadeiros trilhos para se
locomoverem. Neste Gltimo caso, o glioma estabelece interagdes com a MEC endotelial apesar de nao

atravessar a parede do vaso para dentro da corrente sanguinea.

As interacdes das células endoteliais com a MEC circundante permitem que as mesmas se
organizem em vasos sanguineos. Durante a angiogénese, as células endoteliais devem aderir 8 MEC,
proliferar, migrar, estabelecer polaridade, formar tubos e manter um formato celular apropriado a
angioarquitetura. Além disso, a adesdo endotelial & MEC ¢ essencial a sobrevivéncia e estabilizagao
endotelial (Davis & Senger, 2005). A importancia desta adesdo pode ser ilustrada pelo trabalho de Re e
seus colaboradores (1994) que mostrou que células endoteliais impedidas de aderir ao substrato entram

em apoptose.

A maioria dos componentes da membrana basal como laminina, coldgeno tipo IV e perlecan

(um proteoglicano contendo heparan-sulfato), entactina, trombospondina-1, tenascina-C, sindecan-2 -
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outro proteoglicano contendo heparan sulfato, fatores de crescimento e proteases foram descritos na
literatura promovendo a malignidade e/ou angiogénese ao promoverem a migracao ou proliferagdo das
células tumorais ou induzindo a forma¢do de estruturas tubulares in vitro (Ferrari do Outeiro-

Bernestein et al., 2002); Zagzag et al., 2002; Fears et al., 2006; Engbring & Kleinman, 2003).

A inje¢do de células tumorais dissociadas em presenga de Matrigel” aumenta a angiogénese e o
crescimento da massa tumoral, exemplificando a participacao ativa dos componentes matriciais como

sinalizadores na tumorigénese/angiogénese (Engbring & Kleinman, 2003). '

A seguir, daremos alguns exemplos do papel das proteinas participantes da MEC tumoral glial.

Fibronectina (FN)

A FN ¢ uma glicoproteina dimérica de alto peso molecular (400 KDa) unida por ponte
dissulfeto. Cada cadeia contém moddulos repetitivos (tipos I, II, III) e varidveis gerados por splicing
alternativo (Schwarzbauer, 1992). Os modulos formam dominios de ligagdo a uma variedade de
moléculas extracelulares ou de superficie, incluindo coldgenos, glicosaminoglicanos, fibrina, integrinas
e a propria FN (Wierzbicka-Patynowski & Schwarzbauer, 2003). A FN ¢ umas das glicoproteinas
matriciais mais estudadas e medeia a adesdo, ancoragem e migragao celular através de integrinas como
asP1 (Ruoslahti, 1999) que reconhece a seqiiéncia RGD (arginina-glicina-aspartato) no médulo Iy e

por proteoglicanos membranares como os sindecan-4 no médulo I11;3 (Huang et al., 2001).

A FN ¢ secretada pelas células como um dimero soluvel globular e subsequentemente
incorporada @ MEC como fibrilas insoliiveis na superficie celular. Etapas posteriores de polimerizagao
da FN, que envolvem integrinas e proteoglicanos, convertem-na em uma rede densa de multifibrilas
interconectadas resultando num microambiente dindmico para a célula. Estas fibrilas ndo sdo estaticas e
sim reorganizadas e recicladas pelo movimento e densidade celular e por processos degradativos

(Wierzbicka-Patynowski & Schwarzbauer, 2003).

’Nota: Matrigel ® é a matriz extracelular secretada pela linhagem de sarcoma de camundongo Engelbrecht-Holm-Swarm e
contém laminina, coldageno tipo 1V, entactina e proteoglicanos assemelhando-se qualitativamente a uma membrana basal.
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No sistema nervoso, tem papel importante na migragdo de neuronios corticais durante a vida
embrionaria orientando a migragdo neuronal para as camadas corticais (Thierry et al, 1984). Ja na
tumorigénese, a expressdo de FN estd relacionada a supressdo da migracdo celular. A diminuicdo da
expressdo de FN por inimeros tipos de cancer, incluindo os gliomas conferiria a célula maior liberdade
para se destacar do substrato e das células vizinhas. Assim, a reducdo da adesdo parece ser
critica/essencial a tumorigénese (Ruoslahti, 1999). Apesar da diminuicdo da FN na matriz do glioma,
as células tumorais gliais migram sobre a FN purificada in vitro através do reconhecimento da proteina

pelas subunidades de integrina a., e 3, (Friedlander et al., 1996).

Um dos constituintes da MEC tumoral é a B-FN, uma isoforma da FN contendo o dominio B
extra (a repeticao tipo III completa) gerada por splicing alternativo. Com pouquissimas excec¢odes (como
no trato reprodutor feminino), B-FN nao ¢ detectdvel em tecidos adultos, porém € superexpresso em
tecidos embriondrios e neoplasicos. A isoforma B-FN se acumula ao redor dos vasos sanguineos
durante a angiogénese e ndo em vasos ja estaveis e maduros. Cerca de 96% dos astrocitomas de alto
grau expressam B-FN ao passo que apenas 1,6% dos astrocitomas de baixo grau apresentam em seus

vasos a presenca de B-FN (Castellani et al.,2002).

A producdo e clivagem da FN parecem ter enorme relevancia na progressdo do cancer. A FN
plasmatica aumenta conforme o avanco da idade em humanos e atinge um crescimento exponencial a
partir de 50 anos (Labat-Robert, 2002). Contudo, pessoas com cancer apresentam niveis da FN
plasmatica muito menores do que pessoas mais velhas do que elas, porém mais saudaveis. Isto
provavelmente, devido ao alto catabolismo desta proteina que gera os fragmentos encontrados na
circulagdo. Os fragmentos de FN gerados pela plasmina sdo potencialmente carcinogénicos e podem
gerar novas atividades proteoliticas (Labat-Robert, 2002). A FN intacta ndo induz expressdo e secre¢do
de MMP-1, MMP-3 ¢ MMP-9 apenas o fragmento de 120 kDa contendo a sequéncia RGD
(reconhecida pela integrina asP;). Assim, talvez haja um ciclo que comecaria com o avango da idade:
aumento na produ¢do de FN, aumento na producdo de enzimas proteoliticas que degradam a FN,
liberagdo dos fragmentos de FN que contribuem para a transformacdo maligna, e finalmente, nova

produgdo de FN (Labat-Robert, 2002).

A contribui¢do dos fragmentos de FN para a carcinogénese comegou a ser sugerida com a

observagao de que, com a progressdo da malignidade, ¢ possivel observar fragmentos de FN
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pericelulares, indetectaveis em lesdes benignas (Labat-Robert, 2002). A anastelina ¢ um fragmento de
20 KDa derivado da primeira repeticao tipo III da FN e tem fun¢do anti-angiogénica e antimetastatica
(Akerman et al, 2005). Este fragmento angiostatico interage com a FN formando uma matriz
polimerizada, fibrilar, enquanto a proteina intacta tem sido descrita na literatura como indutora de
adesdo/migragdo/proliferacdo endotelial. Entdo in vivo, a funcdo angiostatica da anastelina estaria

relacionada a sua capacidade de reconhecer a FN intacta dos vasos (homing) [ Akerman et al., 2005].

Aguzzi e colaboradores (2004) demonstraram que o peptideo RGD soluvel ¢ endocitado pelas
células endoteliais de veia umbilical humana (HUVECS) in vitro ligando-se diretamente as caspases-8 €
—9 e inibindo quimiotaxia induzida por FGF-2, levando a apoptose endotelial. O RGD ainda impediria

a adesao de linfocitos ativados as HUVECs in vitro (Pozzetto et al., 2005)

Laminina (LN)

A LN ¢ uma glicoproteina matricial de alto peso molecular (800 kDa) composta por trés cadeias
diferentes(a, B e y) unidas por ponte dissulfeto e dispostas em forma de cruz (Ljubimova et al., 2006).
Foram descobertas até o momento, cinco cadeias a, trés 3 e trés y e que podem se associar em pelo
menos 15 isoformas da LN (Ljubimova et al., 2006). O sistema de identificacdao atual da laminina usa
numeros arabicos (ex.: lamina-10) ou os tipos de cadeias que a compdem (ex.: a5B1y1). Recentemente,
uma nova nomenclatura para a laminina foi posposta, onde a mesma isoforma seria chamada apenas de
511, cada numero correspondendo a uma cadeia e sem a necessidade de memorizar a ordem desta

composicao (Aumailley et al., 2005).

As LNs sdo glicoproteinas com alta atividade bioldgica e foram descritas promovendo a adesao
celular, migracao, proliferagdo, crescimento tumoral, angiogénese ¢ metastase. Existem mais de 20
receptores membranares descritos para LN, dentre eles destacam-se as integrinas, proteina de 32/67
kDa, proteoglicanos, sulfatideos, gangliosideos, proteina precursora amildide, lectinas,

galactosiltransferases (Engbring & Kleinman, 2003).

A rede molecular da LN diretamente em contato com a superficie celular consiste de LN
polimerizada, que se auto-organiza independente da presenga de outros elementos da membrana basal

(Yurchenco et al., 1992). Entretanto, tem-se observado que a organizacdo, a “arquitetura” de LN sofre
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variacoes em fun¢do de astrocitos de regides distintas do sistema nervoso. Alguns destes arranjos
(pontual ou fibroso, por exemplo) parecem ser importantes para assegurarem certas fungdes da
glicoproteina (Garcia et al., 1995). De todo modo, no cérebro de rato em desenvolvimento, in vivo, a
distribuicdo de LN com arranjos variados de seus polimeros parece ser um fato incontestavel (Zhou,

1990).

Embora a LN parega requerer uma concentracdo minima de 60 nM para se organizar
(Yurchenco et al., 1985), ¢ possivel, in vitro, organizar polimeros a partir de concentracdes menores,
desde que se faca a agregag¢do em condigdes de pH acidico (Freire & Coelho-Sampaio, 2000). De fato,
pode ocorrer polimerizagdo de laminina em condi¢des de pH neutro ou acidico, mas os polimeros tém
arranjos estruturais diferentes, e as matrizes acidicas podem melhor favorecer neuritogénese e

neuroplasticidade (Freire et al.,2002, 2004).

No SNC, as isoformas de LN na membrana basal dos capilares mudam de acordo com a
presenga de células tumorais e com o grau de malignidade da neoplasia. No cérebro normal, predomina
a isoforma da LN-9 (a4p2y1) e pouquissima quantidade de LN-8 (a4p1y1). Em astrocitomas grau II
(WHO), ja ha maior quantidade de LN-8 e ainda de LN-9. Em glioblastomas, a predominancia ¢ de
LN-8, que parece estar envolvida na angiogénese, na migracao celular durante o desenvolvimento e no

reparo de lesdes. (Ljubimova et al., 2006).

Vale ressaltar que as células endoteliais somente apresentam alta expressdo de LN-8 em suas
membranas basais durante o desenvolvimento embriondrio e substituem-na no tecido adulto pela LN 10
- a5B1yl (Davis & Senger, 2005). A adesdao a LN, fibronectina, vitronectina e colageno tipo IV ¢
bastante variavel entre as linhagens de glioma. Contudo a LN parece ser o substrato mais favoravel a

adesdo e migracao celular (Giese et al., 1994).

Células tumorais capazes de aderir a LN sdo mais tumorigénicas em relacdo aquelas que aderem
a fibronectina (Engbring & Kleinman, 2003). O aumento do fendtipo maligno pela LN esta em sua
capacidade de induzir a secrecdo de proteases permitindo que as células tumorais se aproximem dos
vasos sanguineos. Contudo, as células tumorais nem sempre atravessam a parede endotelial perdendo-
se na corrente sanguinea. As células dos gliomas, por exemplo, migram ao longo da parede externa dos
vasos sanguineos. A cadeia B2 da LN ¢é encontrada na interface das células tumorais e células

endoteliais sugerindo seu envolvimento neste processo migratorio (Engbring & Kleinman, 2003).
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Glicosaminoglicanos (GAGS) e proteoglicanos

Os GAGs sao polimeros formados de repeti¢des dissacaridicas e dentre eles, o componente mais
abundante da MEC cerebral € o acido hialuronico. Pode se ligar a varios proteoglicanos (GAGs ligados
a um core protéico), como condroitin sulfatos, heparano sulfatos, queratino sulfatos e dermatano
sulfatos (Bellail ef al., 2004). Nos gliomas, o 4cido hialuronico esta cerca de quatro vezes aumentado
comparavel a niveis encontrados durante o desenvolvimento. Através de seus receptores CD44 e
RHAMM parece facilitar a invasdo tumoral in vivo e a migragdo tumoral in vitro. Entretanto, como nao
esta presente na membrana basal dos vasos sanguineos nao deve ser o responsavel pela migragao do

glioma ao longo dos mesmos (Bellail ez al., 2004).

Os proteoglicanos podem regular a agdo de fatores de crescimento ligando-se a eles, como ¢ o
caso dos queratino-sulfatos que ligam bFGF (fator basico de crescimento de fibroblasto) (Trentin et al.,
2001) ou o proteoglicano decorina que se liga ao TGFf (fator de crescimento transformante ). Varios
proteoglicanos possuem dominios de repeti¢cdes tipo-EGF, como versican, BEHAB, agrecan, neurocan
(como também as glicoproteinas LN, tenascina C e trombospondina) e tais dominios parecem colaborar

com a migra¢do tumoral (Bellail et al., 2004).

BEHAB ¢ um proteoglicano condroitin sulfato da familia dos lecticanos e s6 ¢ expresso no SNC
durante o desenvolvimento cerebral ou nas neoplasias nervosas, como na progressao de um glioma.
Evidéncias sugerem sua contribui¢ao na migrac¢ao tumoral, embora pouco se saiba sobre essa molécula

(Bellail et al., 2004).

Os sindecans sdo proteoglicanos heparano sulfatos e agem como co-receptores de glicoproteinas
de MEC em gliomas. O sindecan-1 ¢ expresso em gliomas e foi descrito como provavel receptor para a
trombospondina-1 (TSP-1) em gliomas malignos (Naganuma et al., 2004; Watanabe et al.,2006). O
sindecan-2 ¢ expresso nos vasos de gliomas in vivo e parece estar envolvido na modulacdo da
angiogénese in vitro (Fears et al., 2006). O sindecan-4 age como co-receptor para FN em gliomas,
ajudando a formagdo e estabelecimento de contatos focais. Entretanto, a tenascina (TN) pode competir

com a FN pelo sindecan-4 desestablizando os contatos focais (Huang et al., 2001).
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Proteinas Matricelulares

Recentemente, foi sugerido que as trombospondina-1 e —2, SPARC (osteonectina; BM40) e a
tenascina, formem um grupo de proteinas denominadas matricelulares, caracterizadas por serem
capazes de induzir nas células um estado de adesdo intermediario, no qual elas estariam mais aptas a

migrar e proliferar e se diferenciarem (Murphy-Ullrich, 2001) — Esquema 2.

Adesdo fraca Adesdo intermediaria Adesido forte

. TSP, TN-C, SPARC |

Anoikis Sobrevivéncia celular Crescimento celular
Imobilidade Expressao génica diferenciada Diferenciagao celular
Mobilidade? Células estacionarias

Esquema 2. Estagios de adesdo e indugdo do estado de adesdo intermedidrio por proteinas matricelulares
(modificado de Murphy-Ullrich, 2001). Glicoproteinas como a trombospondina-1 (TSP-1), a tenascina-C (TN-
C) e SPARC levam a desorganizacdo das fibras de estresse a adesoes focais que medeiam adesdes fortes. O
significado de cada tipo de adesdo no comportamento celular estd indicado abaixo das células. A adesdo fraca
¢ consistente com células em apoptose durante o remodelamento ou em citocinese; a adesdo intermediaria
incluiria células envolvidas no reparo de lesdes ou no remodelamento tecidual da morfogénese; a adesdo forte
seria caracteristica de células quiescentes e diferenciadas.

Trombospondina-1 (TSP-1):

A TSP-1 ¢ uma glicoproteina que se incorpora a matriz extracelular de muitas células de
mamiferos e que modula a adesdo, migragdo, proliferacdo e diferenciacdo endotelial (revisto por
Lawler, 2002). Possui aproximadamente 450 KDa, é composta por 3 cadeias polipeptidicas idénticas,
unidas entre si por pontes dissulfeto. Cada uma dessas cadeias possui um dominio globular N-terminal,
seqiiéncias repetitivas tipo I, II e III e um dominio globular C-terminal. Estes dominios sdo
reconhecidos por multiplos receptores. A TSP-1 ¢ na verdade um dos membros da familia das

trombospondinas, composta atualmente por cinco membros (Lawler, 2000 e 2002).
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No SNC, neuronios, astrocitos, microglia e astrocitomas expressam a TSP-1 e incorporam-na a
MEC. Seu papel na tumorigénese ainda ¢ bastante controverso na literatura (Qian & Tuszynski, 1997).
Serve de substrato adesivo para células endoteliais e células de astrocitomas, entretanto, ¢ conhecida

por ndo permitir espalhamento de células normais (Bellail ef al., 2004).

A TSP-1 vem sendo descrita como um modulador da angiogénese, com reconhecida habilidade
em inibir a proliferagdo endotelial (revisto por Lawler, 2002 e por Armstrong & Bornstein, 2003). As
regides consideradas responsaveis por esse efeito sio o dominio de homologia ao procoldgeno e as
repeti¢des do tipo I (Tolsma et al., 1993). De acordo com os trabalhos de Guo et al. (1997) e Jimenez et
al. (2000), a inibicao da angiogénese pela TSP-1 ocorreria devido a inibi¢do da migracdo endotelial e
inducdo da apoptose dos vasos. A sequéncia de aminodcidos CSVTCG contida neste dominio se ligaria
ao receptor endotelial CD36 nos capilares, levando a ativagio em sequéncia da tirosina-quinase p59*”,
proteases tipo-caspases 3, MAP quinase p38 (proteina ativada por mitdgenos) e, conseqiientemente, a
apoptose endotelial (revisto por De Fraipont, ef al., 2001). Contudo, o efeito angiostatico da TSP-1 ¢
bastante controverso na literatura. Macréfagos ativados e potencialmente indutores de angiogénese em
modelos de cornea de rato secretam cerca de seis vezes mais TSP-1 em comparagdo aos macrofagos
ndo-ativados e ndo-angiogénicos (DiPietro & Polverini, 1993). Efeitos indutores da angiogénese
também ja foram atribuidos a TSP-1 em outros trabalhos (Qian et al., 1997; Chandrasekaran et al.,

2000; Taraboletti et al., 2000; Ferrari do Outeiro-Bernestein et al., 2002).

No caso dos gliomas, existem dados que sugerem que a expressdo de TSP-1 regule tanto o
crescimento das proprias células tumorais quanto o grau de vascularizagdo desses tumores (Bogdanov
et al., 1999). Hsu e colaboradores (1996) demonstraram que genes supressores de tumores presentes no
cromossoma 10 aumentam a expressao de TSP-1 nas linhagens de glioblastomas humanos LG11, U87
e U251 e diminuem a angiogénese induzida por eles. No entanto, a relacdo entre a expressao de TSP-1
e atividades endoteliais (adesdo celular, migracdo, expressao de proteases, manutencao da viabilidade)
relevante para o desenvolvimento do fenotipo angiogénico ndo se encontra suficientemente explorada,

no contexto dos gliomas.

Embora a trombospondina-1 (TSP-1) intacta seja considerada por alguns autores (Tolsma et al.,
1993; Guo et al., 1997; Jimenez et al., 2000; Lawler, 2002; Armstrong & Bornstein, 2003) como uma

glicoproteina de matriz inibidora da angiogénese, conforme ja comentado acima, Taraboletti e colegas
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(2000) descreveram o efeito pro-angiogénico de um fragmento de 25 KDa gerado a partir da
extremidade N-terminal da TSP-1 e o conseqiiente aumento de MMP-2 latente e ativada.
Chandrasekaran e colegas (2000) demonstraram outro efeito pré-angiogénico para a seqiiéncia de
aminoacidos 190-201 da por¢do N-terminal da TSP-1 envolvendo a integrina o3f;. A por¢do N-
terminal também ja foi caracterizada pelo nosso grupo como potencialmente angiogénica, através do
seu reconhecimento pelo proteoglicano de superficie sindecan-4 (Ferrari do Outeiro-Bernestein et al.,
2002). Esta regidao da TSP-1 ¢ a tunica liberada naturalmente por iniimeras proteases de relevancia

fisioldgica (plasmina, trombina, tripsina, elastase, quimotripsina, etc).

Logo no inicio da angiogénese a membrana basal ¢ degradada a fim de liberar espago para a
proliferacdo/migragdo/diferenciacdo endotelial (Davis & Senger, 2005). A clivagem enzimatica da
membrana basal ndo tem apenas um papel fisico, mas libera moléculas ativas e fragmentos de proteinas
matriciais capazes de agir diretamente sobre as células tumorais e células endoteliais, induzindo tanto
crescimento e espalhamento tumoral quanto angiogénese. Fragmentos gerados por protedlise sdo
encontrados constantemente na matriz extracelular e podem inibir ou induzir a angiogénese e o

crescimento tumoral (Davis & Senger, 2005).

SPARC-Secreted Protein, Acidic and Rich in Cysteine:

SPARC tem seus niveis aumentados em astrocitomas, o que parece retardar o crescimento
tumoral, porém aumenta a migra¢ao/invasao. A SPARC bloqueia a acao proliferativa de VEGF e bFGF
nas células endoteliais (Bellail ez al., 2004). Poderia ser melhor estudada a fim de saber as chances de

ser usada como uma futura ferramenta anti-cancer.

Tenascina (TN):

Existem quatro tipos de TN: TN-R, TN-X, TN-W e TN-C. A estrutura primdria compartilha
motivos comuns entre os subtipos desta glicoproteina como as repetigdes amino-terminais, repetigoes
tipo-EGF, dominios tipo III da fibronectina e dominios C-terminais globulares tipo-fibrinogénio (Hsia

& Schwarzbauer, 2005).
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A TN-R possui de duas a trés cadeias polipeptidicas com 160-180 KDa cada e possui alta
homologia com a TN-C que ¢ exclusiva do sistema nervoso central, entretanto, aparece em etapas mais
tardias do desenvolvimento (Hsia & Schwarzbauer, 2005). Foi sugerido um papel na comunicagao
neuronal (extra-sindptica) e também entre células gliais, embora ndo se saiba ainda o mecanismo como

1SSO aconteceria.

A TN-X ¢ o maior membro da familia apresentando mais de 400 KDa, capaz de formar apenas
trimeros. E a Unica isoforma cuja deficiéncia foi associada a patologia, a Sindrome de Ehler-Danlos
(doenca associada a anomalias estruturais de coldgenos ou deficiéncia de colagenases) e hiperplasia

adrenal (Hsia & Schwarzbauer, 2005).

A TN-W ¢ o membro da familia menos caracterizado até hoje. A maior parte da descricdo na

literatura foi feita em zebrafish, entretanto foram identificados possiveis ortoldgos em mamiferos. E

expressa durante o desenvolvimento esquelético e da crista neural (Hsia & Schwarzbauer, 2005).

A TN-C ¢ regulada positivamente em gliomas malignos, sendo expressa predominantemente ao
redor dos vasos recém formados (revisto por Wang et al, 2005). Consiste em seis subunidades
associadas covalentemente pelas suas por¢des amino-terminais ligadas por pontes dissulfeto (Esquema
3). Cada hexamero tem cerca de 200 KDa, aproximadamente, dependendo da quantidade de
glicosilagdes. Diversas integrinas (a2B1, a7p1, a8B1, a9B1, avp3, avB6), proteoglicanos de
superficie e moléculas de adesdo da familia das imunoglobulinas e componentes matriciais como FN,
heparina e colageno sdo exemplos de ligantes para a TN-C. Podem existir variagdes desta isoforma
gragas ao splicing alternativo da regido de dominios tipo III da fibronectina em até 27 variantes de
RNAs mensageiros (RNAm) (Hsia & Schwarzbauer, 2005, Orend & Chiquet-Ehrismann, 2006 ). Esta
glicoproteina ¢ expressa durante o desenvolvimento dos sistemas nervoso, 6sseo e vascular. No tecido
adulto desaparece restringindo-se somente a tecidos associados a tenddes. Entretanto, volta a ser
expressa nos tecidos em remodelamento como nos reparos de injuria, neovascularizagdo ou em

processos patologicos como inflamagdo e tumorigénese (Hsia & Schwarzbauer, 2005).

A TN-C ¢ conhecida como uma proteina matricelular com propriedades anti-adesivas
(juntamente com trombospondinas -1 e -2 ¢ SPARC), conforme revisto por Murphy-Ullrich (2001). As
proteinas matricelulares estimulam a reorganizacao das fibras de estresse de actina e desaparecimento

dos complexos de contatos focais, sem alteracdo do formato celular. A interacdo celular com a matriz
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regula ndo somente a morfologia das células, mas também a sua habilidade em proliferar, migrar e de
se diferenciar. Como a TN-C promove a desadesdo e sabe-se que uma forte adesdo celular inibe a
migracdo, sugere-se que a TN-C tenha um forte papel na indu¢do de angiogénese bem como na

migracdo das células tumorais no processo invasivo dos gliomas malignos.

E importante salientar que a TN-C ndo ¢ muito expressa no tecido nervoso adulto normal, é
ausente em células endoteliais quiescentes, mas tem baixos niveis em astrocitomas de baixo grau e alta
expressdo em gliomas malignos (Wang et al., 2005). Sua expressdo aumenta proporcionalmente ao
grau de malignidade tumoral (Zagzag et al., 1995; Kim et al., 2000; Bellail et al, 2004). Sua
localizagao preferencial é ao redor dos vasos sanguineos em proliferacdo. Nos gliomas sua expressao
normalmente esta inversa a fibronectina (Bellail ef al., 2004). Parece haver uma correlagdo direta entre
expressdo de TN-C e a malignidade, agressividade, invasdo, crescimento, vascularizagdo tumoral e

conseqiientemente, baixo progndstico para o paciente (Leins et al., 2003).

Apesar da literatura sugerir que a expressdo de TN-C esteja fortemente relacionada a
malignidade e neovascularizagdo em gliomas, andlises imunohistoldgicas revelam grande
heterogeneidade na sua expressdo em amostras de GBM de diferentes pacientes. Apesar da variagdo na
expressdo de TN-C, esta era sempre maior em astrocitomas de graus maiores (Kim et al., 2000).
Rascher e colaboradores (2002) em uma analise imunohistoquimica de 9 GBMs humanos mostraram
que apenas trés apresentaram forte marcacao para TN-C, dois apresentaram marcacdo média e cinco
GBMs ndo apresentaram deteccdo. Entretanto, de cinco vasos de GBMs analisados, trés deles
apresentaram marcac¢ao (Rascher et al., 2002). O interessante nesta analise foi que a expressdo de TN-C
nos vasos era contraria a do proteoglicano contendo heparan sulfatos, agrina. A agrina estaria por sua
vez relacionada a indugdo de diferenciagdo e maturacao das barreiras vasculares (Kroger & Schroder,
2002). Assim, como na neoplasia, no desenvolvimento embrionario, a TN-C € expressa nos primeiros

momentos do desenvolvimento e posteriormente, aparece a agrina (Kroger & Schroder, 2002).

A expressao perivascular de TN-C em vasos de gliomas também foi demonstrado por outros
trabalhos. De 62 GBMs humanos diferentes, 56 apresentaram expressao de TN-C perivascular de
moderada a forte, ao passo que apenas 6 apresentaram expressdo fraca. A expressdo de TN-C ainda se

correlacionava a um aumento diretamente proporcional de VEGF (Behrem et al., 2005).
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Esquema 3. Dominios estruturais da TN-C e sua expressao em diferentes tipos de tumores. As seis
cadeias se unem pela regido N-terminal por pontes dissulfeto formando um hexamero (tridangulo); 14,5
repeticoes da regido EGF-like (losdngo); 8 repeti¢des tipo III da fibronectina constantes ¢ mais de 9
originadas por splicing (A1-D); regido fibrinogénio-like (circulo). A esquerda, vemos uma imagem de
microscopia eletrénica do hexamero. As repeticdes detectadas em tipos especificos de cancer estio
indicadas acima do modelo esquematico. (retirado de Orend & Chiquet-Ehrismann, 2006).

A adesdo celular a fibronectina (FN) leva ao agrupamento (c/uster) de integrinas e sindecan-4
na membrana e a formagao de um estado de adesdo forte (adesdes focais) inibindo a migragdo e por
isso, suprimindo a tumorigénese (Ruoslahti, 1999). A TN-C foi descrita antagonizando este efeito
adesivo da FN, inibindo o sindecan-4 na superficie membranar o que resulta na desestabilizagdao de
contatos focais e desarranjo das fibras de estresse, in vitro (Huang et al., 2001), em células humanas de
carcinoma de mama e de glioma humano. A interferéncia da TN-C induziu a proliferacdo celular e isso
indica um papel na tumorigénese. Ademais, a TN-C ndo s6 compromete a adesdo celular 8 FN mas

também impede a sua polimerizagao (Orend, 2005).

A atividade supressora de tumor da FN seria ancorar a célula ao substrato prendendo-a na fase
GO0/G1 do ciclo celular dando tempo a célula de reparar possiveis danos ao DNA ou de executar a

apoptose. Contrariamente, diversas moléculas associadas a estabilidade genética estdo diminuidas na
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presenca da TN-C. A TN-C teria um efeito negativo na integridade genomica. Este efeito da TN-C na
tumorigénese ¢ observado uma vez que o tumor esta estabelecido. Nao se conhece o papel da TN-C nos

estagios bem iniciais da doenca. Teria a TN-C uma fung¢@o oncogénica? (Orend, 2005).

1.2 - As células endoteliais

As células endoteliais recobrem a superficie interna de todos os vasos sanguineos (artérias,
veias e capilares) no organismo adulto. Estes vasos se interconectam por anastomose, formando uma
complexa rede vascular que irrigara e suprird as necessidades de oxigénio e nutrientes dos tecidos. As
células endoteliais sdo circundadas por células perivasculares: os pericitos nos vasos de pequeno

calibre e as células musculares lisas, nos vasos de grande calibre (Risau, 1995).

Normalmente as células endoteliais estdo em estado quiescente e possuem turnover muito lento,
de at¢ 7 anos. Porém, estas células podem ser ativadas por estimulos externos tornando-se
proliferativas, migratérias e exibindo diferentes receptores em suas superficies membranares (Risau,
1995). A ativagdo endotelial facilita a adesdo e diapedese dos leucdcitos nas situagdes inflamatorias, ou
permite a formagdo de novos vasos nos casos de reparos de lesdes ou durante o ciclo menstrual
feminino, por exemplo. Permite igualmente a formagao de novos vasos em situagdes patologicas como

retinopatia diabética, hipertensao artrite reumatoide e cancer (Folkman, 1995).

1.2.1 - Origem embrionéria da célula endotelial

Durante o desenvolvimento embrionario de mamiferos, o aparecimento simultineo e co-
localizado das células endoteliais e células sanguineas sugere que tais células tenham um progenitor em
comum: o hemangioblasto, de origem mesodérmica. Células endoteliais e células hematopoiéticas em
desenvolvimento sdo identificadas em ilhotas de sangue no saco vitelinico extraembriondrio (Choi K.,
1998). As ilhotas sanguineas consistem em células eritrociticas circundadas por células endoteliais. O
sangue “jovem” e as células precursoras endoteliais compartilham um mesmo padrdo de expressao
génica: CD34 (marcador endotelial e hematopiético), e os fatores transcricionais GATA-1 e -2, LMO-
2, SCL (Mead et al., 2001; Wang, 2006) e os receptores tipo tirosina-quinase: VEGFR-2 (Flk-1), Tie-1,
Tie-2 (Yano et al., 1997, Arai et al., 2005).
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Os hemangioblastos podem dar origem aos angioblastos que sdo as células precursoras
endoteliais do embrido. Os angioblastos sdo conhecidos por serem potencialmente capazes de se
diferenciar em células endoteliais, apesar de ndo terem adquirido todos os marcadores endoteliais
(Tabela 2). A ativacdo do receptor tipo tirosina-quinase Flk-1 nos angioblastos parece determinar o

comprometimento para a diferenciacdo endotelial (Bertolini ef al., 2006).

Outros fatores do microambiente local tais como secrecao de fatores soluveis, adesao célula-
célula, e sintese e organizagdo da MEC podem também servir como determinantes na diferenciagao do

angioblasto em célula endotelial (Asahara & Kawamoto, 2004).

A formagdo do plexo vascular a partir dos angioblastos que originarda os primeiros vasos

sanguineos do embrido em desenvolvimento chama-se vasculogénese.

1.2.2 - O Endotélio cerebral

As células endoteliais constituem, num mesmo organismo, uma populagdo muito heterogénea.
A morfologia dos vasos (pequenos e de grandes calibres) varia de acordo com a funcdo do 6rgdo.

Assim, temos vasos continuos, fenestrados ¢ descontinuos (Risau, 1995).

Endotélios continuos sdo caracteristicos do cérebro e retina onde as células estdo conectadas por
juncdes oclusivas e possuem papel de barreira. Os vasos descontinuos/sinusdides como na medula
Ossea atuam na hematopoiese e liberagao de células sanguineas. Os intestinos, rins e glandulas possuem
vasos fenestrados que facilitam a permeabilidade seletiva e absor¢do, secrecdo e filtragdo de moléculas

(Risau, 1995).

A diferenca das células endoteliais ndo esta apenas na morfologia dos vasos sanguineos. As
células expressam diferentes marcadores de superficie, transportadores e sistema enzimatico de acordo
com o tecido em que se localizam (Abbot, 2002). No SNC, os microcapilares cerebrais sdo ~50 a 100
vezes mais compactos em relagdo aos microvasos periféricos, resultado da presengca de complexas
jungdes oclusivas (tight junctions) entre as células endoteliais. Pequenas moléculas lipofilicas como
oxigénio, CO, e etanol atravessam livremente a bicamada lipidica. Pequenos solutos polares
necessarios a funcao cerebral sdo transportados por carreadores especificos (ex: GLUT-1 para a

glicose, sistema carreador L1 para aminodcidos grandes e neutros como a leucina) e outros carreadores
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irdo mediar o efluxo de metabdlitos potencialmente toxicos (ex: glutamato) do SNC. A glicoproteina-P,
produto do gene de multiresisténcia a droga mdr-1, ¢ um carreador de efluxo dependente de energia
com um largo espectro de especificidade para moléculas hidrofobicas. Sistemas especificos para
endocitose mediada por receptor ou endocitose adsortiva para transportar certos peptideos e
lipoproteinas para o cérebro, sistemas enzimaticos protetores e desintoxicantes também fazem parte da

barreira hematoencefalica (Abbot, 2002).

Em contato com a parede externa dos vasos cerebrais estdo os astrocitos que estendem
prolongamentos conhecidos como pés vasculares (Esquema 4) formando uma fina camada em rede
que envolve o microcapilar cerebral (revisto por Abbot, 2002). Os astrécitos estio localizados no SNC,

entre os neurdnios € os vasos sanguineos mediando a comunicagdo neuro-vascular.

A barreira hematoencefalica ¢ formada por células endoteliais, astrdcitos, pericitos (células
estromais e perivasculares envolvidas na maturacdo e estabilizagdo dos vasos sanguineos), microglia
perivascular ¢ membrana basal (Bart et al., 2000; Mercier, 2004), e tem como importante papel a
regulagao homeostatica do microambiente cerebral. Sua ruptura em patologias vem freqiientemente
acompanhada de extensa neovasculariza¢do e talvez injaria glial, indicada por proliferacdo e excessiva
expressdo de GFAP (Behzadian et al, 1995). Entretanto, ndo estd ainda muito claro se a perda da

permeabilidade e excesso de neovascularizagdo sdo as causas ou as conseqiiéncias da disfun¢do glial.

O endotélio cerebral ¢ formado a partir da migracao de cé€lulas endoteliais precursoras externas
ao cérebro. Assim, o microambiente cerebral seria o responsédvel por induzir a diferenciacao das células
endoteliais invasivas em células com carcateristicas de barreira hematoencefalica (Risau, 1995). O
contato intimo entre os astrocitos e o endotélio levou a hipotese de que seria a glia a responsavel pelo

desenvolvimento deste fendtipo especializado do endotélio cerebral.

Células endoteliais de cérebro sdo conhecidas por perderem suas especializagdes, como jungdes
oclusivas e impermeabilidade macromolecular, quando em cultura. O contato fisico (¢ ndo o meio
condicionado) de astrocitos e células endoteliais ndo-nervosas (HUVECs: células endoteliais de veia

umbilical humana) em co-cultura parece induzir a expressao de
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Tabela 2. Marcadores endoteliais (atualizado por Bertolini et al., 2006). ~ sub-

Marcadores de superficie

Célula endotelial progenitora

Célula endotleial madura

VEWER-2 (flk-1) +Er ot
YRR ) Hh
VEGFR-1 (flt-1) - 4+
Tie-1 +++ +++
Tie-2 +++ +++
VE-caderina (CD144) +++ +++
CD34 +++ +

Captagdo Ac LDL +++ +++
PECAM (CD31) +++ ++
CD133 o+ )

Fvw +++ +++
CD105 +++ 4+
CD 36 ? +

PIH12 (CD 146) +++ +++
Trombomodulina ? 4t
E-selectina ? D)

Corpos Weidel-Palade 4+ 4+
Thy-1 e o+
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<4— célula endotelial

pés vasculares

Esquema 4. Desenho esquematico mostrando as caracteristicas do contato astrocito-endotélio, os pés vasculares
(adaptado de Abott, 2002).

marcadores especificos de barreira hematoencefalica (Hayashi ef al., 1997). As HUVECs exibiram alta
atividade de y-GTP, presenga das jungdes oclusivas, aumento do numero de mitocondrias e
impermeabilidade. A revisdo feita por Abbott (2002) afirma que ainda, células astrocitarias e células de
gliomas também podem induzir o mesmo efeito de barreira hematoencefalica em células endoteliais.
Outros autores entretanto, observaram efeito indutor de especializacdo em barreira hematoencefalica
com meio condicionado de astrdcitos no numero de jungdes oclusivas, na funcdo de barreira,

resisténcia elétrica transendotelial e decréscimo na permeabilidade a macromoléculas (Wolburg et al,

1994).

Dados contraditorios obtidos por Ramsauer e colegas (2002) demonstraram que somente o
contato com astrocitos ndo seria suficiente para a diferenciagao endotelial em barreira hematoencefalica
e que a presenca de pericitos seria indispensavel. Em uma cultura tripla de astrocitos, células
endoteliais e pericitos ha indu¢do de formacdo de estruturas tipo-capilares pelas células endoteliais e
ainda, caracteristicas de barreira hematoencefalica. A apoptose endotelial observada na co-cultura com

astrocitos foi significativamente diminuida quando eram adicionados pericitos. Meios condicionados
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provenientes de cultura homodlogas de astrécitos ou de co-culturas endotélio-astrocito ndo tiveram

sucesso na inducao de qualquer alteragao morfoldgica e/ou funcional nas células endoteliais.

Mi e colaboradores (2001) sugeriram interagdes astrocito-endotélio que progressivamente
geram a barreira hematoencefalica madura. No nervo 6ptico, células precursoras de astrocitos (APCs)
sdo o tipo celular primdrio e isto naturalmente sugere que sejam elas as indutoras do desenvolvimento
endotelial, talvez através da secre¢do de VEGF, fortemente envolvido na vasculogénese. Assim, as
APCs expressariam VEGF, que por sua vez, guiaria o processo de vasculogénese e proliferagao
endotelial. As células endoteliais guiariam, neste momento, a diferenciacdo das APCs em astrocitos
diferenciados. Finalmente, estes tltimos induziriam o desenvolvimento da barreira hematoencefalica e

incorporagdo de pericitos.

Em relagdo a manutencdo da barreira hematoencefalica, Willis e colaboradores (2004)
propuseram um modelo in vivo em que a perda primaria focal de astrdcitos ¢ seguida de dano
microvascular. Porém, o reparo acontece seis dias depois, sugerindo que a microvasculatura pode sofrer
um auto-reparo mesmo numa aparente auséncia de contato entre astrocitos e células endoteliais.
Contudo, a relacdo dos astrocitos com a integridade da barreira hematoencefélica ainda precisa de

esclarecimentos.

Aparentemente a diferenciagdo/manutencdo da barreira hematoencefalica depende de uma
continua troca entre glia e endotélio, e algum distarbio nesse equilibrio poderia resultar em
comprometimento importante na fun¢do da barreira hematoencefalica. No entanto, ha ainda muita
controvérsia nos resultados descritos em relacdo a indugdo astrocitdria na diferenciacdo endotelial.
Modelos de co-cultura com células vindas de espécies diferentes, ou o uso de astrocitos de diferentes
regides do cérebro (cortex, subcortex, cerebelo), e de idades gestacionais diferentes podem talvez

explicar os resultados controversos na literatura.

Em tumores cerebrais primarios ou metastaticos, a barreira hematoencefélica estd muito alterada
genotipica e fenotipicamente, o que compromete a sua fung¢do. Charalambous e colaboradores (2006)
fizeram uma revisdo apontando as diferencas entre o endotélio cerebral normal e o endotélio do
glioblastoma multiforme. O cultivo in vitro de células endoteliais derivadas de tumor permite distingui-
las morfologicamente de células endoteliais normais: células grandes com aparéncia plana, nucleo

grande, multiplos nucléolos. Contudo, a diferenca do endotélio tumoral em gliomas para o endotélio
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cerebral normal ndo ¢ somente morfologica. Células endoteliais tumorais expressam 0s mesmos
marcadores endoteliais que as células endoteliais normais como Fator von Willebrand, CD105, CD31 e
VE-caderina. Embora, a expressao de VE-caderina seja menor nas células endoteliais tumorais. Como a
VE-caderina estd envolvida na formagdo de jungdes homotipicas célula-célula, é provavel que a sua
diminui¢do explique parte da falta de “vedag@o” dos vasos tumorais. O bloqueio de VE-caderina parece
acarretar em estruturas tubulares aberrantes in vitro. As proteinas citoplasmaticas claudina-1, claudina-
5 e eventualmente, ocludina, estdo envolvidas na formagdo das jungdes oclusivas e estdo descritas
como desaparecidas nos vasos de glioblastomas (Rascher, et al., 2002) podendo também contribuir

para o aumento da permeabilidade vascular tumoral.

As células endoteliais tumorais podem expressar ainda a proteina de citoesqueleto a-SMA
(alfa-smooth muscle actin), envolvida na migracao celular pericitos e células de musculo liso.
Aparentemente, células endoteliais tumorais tém alta capacidade migratéria e proliferativa em
comparac¢do as células normais. Além disso, s30 mais resistentes a apoptose induzida pela auséncia de
soro fetal bovino em cultura, sdo altamente angiogénicas in vitro ¢ secretam altas quantidades de
fatores de crescimento, como VEGF (e dos receptores flt-1 e flk-1) e IL-8 (Charalambous et al., 2006;
Bian et al., 20006).

1.3 - Mecanismos de formacéo de vasos sanglineos:

1.3.1 - Angiogénese
Dé-se o nome de angiogénese a formagao de novos vasos (neovascularizagao) a partir de outros
que ja existem no tecido. Processos angiogé€nicos intensos e persistentes estdo freqiientemente
associados ao crescimento tumoral. Este fato foi sugerido pela primeira vez por Judah Folkman e
colaboradores (1971), que previu que o bloqueio do fornecimento de sangue a tumores s6lidos poderia
causar a destruicdo dos mesmos. A veracidade desta hipotese foi confirmada mais tarde por Folkman, a

frente de seu grupo no Children’s Hospital, Boston (O’Reilly et al, 1994 e 1997; Parangi et al., 1997).

Os tumores malignos em geral secretam fatores angiogénicos, como fatores de crescimento de

fibroblastos (FGFs), fator de crescimento derivados de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento de
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endotélio vascular (VEGF, também conhecido por fator de permeabilidade vascular, VPF) (revisto por
Plate e Risau, 1995; Miyagami & Katayama, 2005). O VEGF ¢ uma glicoproteina dimérica com
homologia estrutural ao PDGF. Estudos recentes indicaram que o VEGF tem um papel critico na
proliferacdo endotelial em gliomas malignos, apesar de ser encontrado em niveis detectdveis em
gliomas astrociticos de todos os graus histopatolégicos (I-IV) (Miyagami & Katayama, 2005). Dentre
os componentes da familia dos VEGF, o VEGF-A ¢ o maior regulador da angiogénese e se liga e ativa

dois receptores tipo tirosina-quinase: VEGFRI (flt-1) e VEGFR2 (flk-1).

O VEGFR2 tem alta atividade de tirosina-quindsica e transduz a maior parte da sinalizagdo
angiogénica fisioldgica ou tumoral. Porém, o VEGFR1 tem efeitos contrarios: inibe a angiogénese no
embrido ao fixar o VEGF-A, ligando-se a ele em sua forma soluvel e efeito positivo no adulto no
crescimento tumoral, metdstase e inflamac¢do. Apesar do seu mecanismo de acdo ndo ser ainda bem
compreendido, estudos com animais knock out para VEGFR1 mostram que este receptor ¢ importante
para a correta formacdo dos vasos, visto que nesses animais formam-se estruturas andmalas com
excesso de células endoteliais na luz dos vasos. Assim, o VEGFR-1 parece ser um “decoy receptor”, de
baixissima capacidade de transducdo, que captaria o excesso de VEGF-A livre, para o qual tem mais
afinidade do que o VEGFR-2. Esta ac¢do limitaria o processo angiogénico e favoreceria a maturacao da
angioarquitetura e, portanto, a geracdo de vasos funcionais. O VEGFR2 em baixos niveis, pode ser
visto em neurdnios, osteoblastos, células do ducto pancredtico, células progenitoras da retina e
megacariocitos, mas ndo se sabe ainda qual papel bioldgico deste receptor nestas células ndo-
endoteliais. O VEGFR2 ¢ cerca de 3-5 vezes mais expresso no endotélio tumoral em comparacdo ao do
tecido normal. Células tumorais e células do estroma secretariam VEGF-A e as células endoteliais,

aumentariam a expressao de VEGFR2 resultando no estimulo da angiogénese tumoral (Shibuya, 2006).

Além das alteragdes genéticas (tais como perda ou mutagdo do gene p53 e amplificacdo do gene
para o receptor de EGF) e epigenéticas (aumento de expressdo de VEGF pelas células de glioma e dos
seus receptores VEGFR1 e VEGFR2 pelas células endoteliais) necessarias para a transformacao
maligna, um outro passo discreto também € necessario para permitir a progressao tumoral, a indugdo da
vascularizagdo tumoral ou o que chamamos angiogenic switch (revisto por Plate e Risau, 1995 e
Bergers e Benjamin, 2003). Como acontece em tecidos normais, tumores requerem um suprimento

adequado de oxigénio e um modo efetivo de eliminar produtos de excrecdo. O crescimento tumoral ¢
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dependente de um crescimento vascular prévio. Assim, a angiogénese ¢ orquestrada por uma variedade
de ativadores e inibidores que ditardo se a célula endotelial permanecera quiescente ou em estado
angiogénico. Acredita-se, portanto que o angiogenic switch ¢ simplesmente mediado por um balango
molecular entre agentes inibidores (trombospondina-1 na forma intacta e de maneira dose-dependente,
a angiostatina ¢ a endostatina) e ativadores (VEGF, FGFs, PDGFB, EGF), conforme revisto por
Bergers e Benjamin, 2003.

Normalmente, de acordo com a classificagdo pela WHO ou por Sainte-Anne/Mayo, a aquisi¢ao
do fenotipo angiogénico ¢ um pré-requisito para a progressao maligna. Contudo, o que se pensava anos
atras era que a angiogénese precedia o crescimento tumoral e isso seria valido para todos os tumores
solidos. Este seria o modelo classico do switch angiogénico, no qual o endotélio dormente seria ativado
pela secrecdo de fatores de crescimento como o VEGF pelas células tumorais em crescimento
exponencial. A seguir o endotélio sofreria dilatacdo e aumento considerado da permeabilidade vascular
em resposta ao VEGF. Isso permitiria extravasamento intersticial do plasma sanguineo conferindo uma
matriz extracelular provisoria, rica em fibrina, na qual as células endoteliais ativadas migrariam. O
processo de vasodilatacio ¢ acompanhado de desprendimento dos pericitos extravasculares, pela
angiopoietina-2 (Ang-2, que se liga ao receptor Tie-2, seletivamente expresso em células endoteliais).
A angiopoietina-2 (Ang-2), um antagonista do fator de sobrevivéncia e quiescéncia endotelial
angiopoietina-1, ¢ expressa somente pelos vasos circundados pelo tumor e parece ter relacdo com a
indugdo de apoptose e regressao vascular (Zagzag et al., 2000). A MEC local e a membrana basal
vascular sdo degradadas permitindo a migra¢do quimiotaxica endotelial em dire¢do ao estimulo
angiogénico (as células do tumor). As células endoteliais migram, proliferam, estabelecem polaridade e
se alinham em coluna. O limen ¢ formado por fusdo de vesiculas internas e o fluxo sanguineo
estabelecido (Davis & Camarillo, 1996; Kamei et al., 1996). Por fim, células perivasculares sdo
atraidas e uma membrana basal ¢ novamente formada em volta destes novos vasos (Bergers &
Benjamin, 2003; Engbring & Kleinman, 2003). A quiescéncia ¢ um evento tdo importante para a
formacdo de vasos funcionais quanto as etapas iniciais da angiogénese, tendo sido descrito que a
restauragdo da integridade da lamina basal ¢ parte fundamental dos mecanismos que impedem a

regressao vascular (Sanger e Davis, 2005).
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O “switch” angiogénico dividiria a progressdo tumoral em duas fases: avascular e vascular.
Assim, a fase avascular permitiria ao tumor ter um diametro de até¢ 1-3 mm recebendo nutrientes por
difusdo (Folkman, 1971). O tumor poderia permanecer dormente durante a fase avascular. A fase

vascular seria desencadeada a partir da proliferacdo exponencial do tumor.

Células endoteliais circulantes: vasculogénese pos-natal

Em humanos adultos normais, ¢ possivel encontrar uma populagdo de células endoteliais
circulantes (EPCs), no sangue periférico, na propor¢ao de uma EPC para mil célula sanguineas. Estes
niveis sdo bastante estaveis normalmente, com excec¢ao do periodo menstrual feminino (associado ao
remodelamento vascular uterino) e em algumas patologias como céancer e inflamacdo, doencas auto-
imune e infecgdes, onde o nimero de EPCs aumenta (Bertolini ez al., 2006). Ensaios de hibridizacao in
situ envolvendo transplante de medula mostraram que dentre todas as células endoteliais encontradas
no sangue periférico, cerca de 95% sdo as EPCs e os 5% restantes, uma sub-populacdo de células

progenitoras hematopoiéticas/endoteliais (CPHE) vindas da medula 6ssea (Bertolini ef al., 2006).

As EPCs exibem um fenotipo endotelial maduro, e sdo derivadas provavelmente do turnover da
parede dos vasos sanguineos e tém potencial replicativo limitado (cerca de 20 vezes in vitro). As CPHE
derivadas da medula 6ssea exibem um fenoétipo tipo-progenitor e tém alto poder replicativo (cerca de
mil vezes in vitro) e tem capacidade de se incorporarem nos vasos da massa tumoral. Nao ha diferencas
fenotipicas entre EPCs e CPHE e ¢ muito dificil separa-las devido a promiscuidade antigénica
acentuada entre células tronco hematopoiéticas, plaquetas, EPCs ¢ CPHE. Por exemplo, o0 CD146 era
considerado um marcador especifico endotelial, mas recentemente foi descoberto que células
mesenquimais e uma sub-populacdo de linfocitos ativados (geralmente aumentados em pacientes com
cancer) também o expressam. O mesmo aconteceu com VE-Caderina, considerado um marcador
endotelial especifico. Contudo, descobriu-se que células tronco hematopoiéticas em fetos também
expressam a VE-caderina (Bertolini et al., 2006). Células tronco hematopoiéticas expressam CD34
(com excecao das células hematopoiéticas maduras) e por isso esse marcador ¢ usado amplamente para
identificar células com capacidade de gerar clones ou células-filhas. Entretanto, como EPCs e CPHE, ¢
impossivel separa-las. O Gnico antigeno que parece ser expresso somente nas CPHE e ndo em EPCs ¢é o

CD133, entretanto em humanos ele também ¢é expresso em células tronco hematopoiéticas.
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Assim, as CPHE estdo presentes no sangue numa porcentagem menor em relacdo as EPCs,
porém, tém o potencial clonogénico que as células endoteliais maduras perderam. Estas células
endoteliais descobertas recentemente podem fazer parte da parede vascular nos sitios angiogénicos. A
formag¢do de vaso sanguineo no adulto feita com a participagdo de células precursoras chama-se

vasculogénese pds-natal.

Em modelos de isquemia cerebral, vé-se que ha intensa neovascularizacdo local com a
participagio de CPHE nos vasos recém-formados (Hess et al., 2002). E bem provével que a hipoxia
gerada seja a responsavel pelo recrutamento destas células circulantes (Annabi et al., 2003). Em
isquemia ou na massa tumoral necrotica, a hipoéxia aumenta a transcricdo do RNAm e secre¢do de
VEGF, e este por sua vez, seria usado como alvo pelas CPHE para chegar até¢ o sitio de
neovascularizagdo. O uso de anticorpos bloqueadores dos receptores VEGFR1 e VEGFR2 impediu o
recrutamento das CPHE medulares e ainda impediu a angiogénese e o crescimento de linfoma em
camundongos (Lyden et al., 2001). Em gliomas, também ja foi descrito o recrutamento de CPHE no

sitio vascular em desenvolvimento (Santarelli ez al., 2006).

Ha, entretanto, controvérsias na literatura com relacdo a freqiiéncia na participacdo das CPHE
na angiogénese tumoral. Participacdo de 12 a 50% das CPHE nos vasos tumorais j& foram descritas
(Santarelli, et al.,2006; Bertolini et al., 2006). O estagio da angiogénese em que elas sdo necessarias
também nao esta claro. Alguns trabalhos afirmam a necessidade destas células no inicio da angiogénese
tumoral (Lyden et al,2001) e outros trabalhos afirmam ser nos estdgios finais, a necessidade de

incorporagao destas células nos vasos (Bertolini ef al., 2006).

Mimetismo vascular
Um conceito abordado em 1965 e somente revisto nos dias de hoje é o do mimetismo vascular,

onde a propria célula tumoral assume o papel de células endoteliais (Munn, 2003). A descoberta de que
células tumorais poderiam fazer parte da arquitetura da parede do vaso sanguineo em contato com o
lado luminal abriu novas perspectivas sobre metastases, liberagdo de drogas e terapia anti-angiogénica.
Em modelo de inje¢ao em camundongo de carcinoma de colon GFP+ (green fluorescent protein) cerca
de 15% dos vasos apresentavam areas de mosaico: a célula tumoral GFP+ no lado luminal ao lado das

células tumorais e nenhuma marcagdo para célula endoteliais (CD31/CD105) no local do mosaico
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(Chang et al., 2000). Provavelmente, este mimetismo vascular pode trazer severas conseqiiéncias para
as c¢lulas endoteliais, como perda de adesdo e apoptose. Em comentario a esse trabalho, Folkman
(2003) argumenta o possivel papel de metaloproteases que degradariam a membrana basal, deslocando
as células endoteliais e deixando espago para a ocupacdo das células tumorais no limen. E mais, a
presenca de células tumorais na neovascularizagdo poderia explicar o porqué de algumas drogas anti-
cancer terem efeito anti-vascular. Ainda, se as células tumorais podem se instalar no lado luminal dos
vasos, seria razoavel se pensar que poderiam também se desprender e cair na circulacdo sanguinea.
Seria possivel determinar por andlise de sangue do paciente a presenca do tumor antes mesmo do seu
aparecimento nas técnicas de imagem. Ou, se células endoteliais ou seus corpos apoptdticos sao

liberados na circulacdo, seria possivel também determinar que hd um sitio angiogénico no corpo.

O mimetismo vascular também pode ser demonstrado in vitro. Linhagens celulares de
adenocarcinoma de co6lon, cancer gastrico, cancer de cérvix, fibrosarcoma e melanoma foram semeadas
sobre Matrigel® e sdo capazes de formar estruturas tipo-tubulares, aparentemente idénticas as formadas
por células endoteliais microvasculares. Analise ao microscopio confocal confirmaram a formacao de
limen e o bloqueio de laminina impediu a formagdo de estruturas tubulares pelas células tumorais e

endoteliais (Sanz et al., 2003).

1.2.3.1 - Caracteristicas do Endotelio e da Vascularizacdo em Gliomas

Os gliomas sdo tumores de incidéncia local, incapazes de causar metéstases em sitios distantes
de seus locais de origem (Hochberg e Pruitt, 1980). Entretanto, a massa celular progride localmente de
forma rapida na maioria dos gliomas, gragas a elevada capacidade migratéria apresentada por grande
parte das células tumorais, aliada a uma importante propor¢do de areas ricamente vascularizadas,
responsaveis pela nutrigdo do tumor (Guérin e Laterra, 1997). A terapia anti-angiogénica poderia ser
um método eficaz nestes casos, visto que consiste em atingir e destruir as células endoteliais dos vasos
que alimentam a massa tumoral causando a diminui¢do desta ultima por necrose (Folkman, 1971) e

ainda nao induziria resisténcia as drogas por seletividade (O’Reilly et al, 1996).

A vasculatura do tumor ¢ descrita como aberrante, malformada e anormal. O endotélio que

supre o glioma (passaremos a chama-lo de endotélio/vaso tumoral) ¢ muito diferente do endotélio que
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supre o tecido normal (que chamaremos de endotélio normal) —ver Tabela 5. Os gliomas estao entre os
tumores mais potencialmente angiogénicos e altamente vascularizados dos tumores humanos e,
entretanto, estudos de microcirculagdo revelaram que apesar da alta vascularizacdo a funcionalidade de

seus vasos ¢ baixa (Vajkoczy & Menger, 2004; Munn, 2003).

As variagdes no endotélio tumoral vao de uma alteragdo sutil nas jungdes oclusivas com
aumento do espaco intercelular e leve inchago da lamina basal até uma aparéncia muito irregular do
endotélio, apresentando muitas fenestragdes e aumento no niimero e tamanho de vactiolos pinociticos
ou lamina basal completamente irregular (Bart ez al., 2000; Munn, 2003). Morfologicamente, os vasos
tumorais ndo sdo “vedantes” devido a grande gaps (de 200 a 2000 um) entre as células endoteliais
adjacentes, o que compromete tragicamente a fung¢do de barreira neste endotélio tumoral. A auséncia de
astrocitos nos tumores cerebrais (gliomas ou metastases cerebrais) seria uma das especulagdes para
explicar a disfun¢do da barreira hematoencefalica. A concentracdo de quimioterdpicos em tumores
primarios cerebrais ou metastaticos removidos cirurgicamente ¢ mais alta que no restante do tecido
cerebral, porém menor que no tecido muscular, mostrando que a permeabilidade dos vasos tumorais ¢
maior em relacdo a dos vasos cerebrais normais (Bart et al., 2000). Por outro lado, outros trabalhos
dizem que a pressdo intersticial na massa tumoral ¢ tdo alta quanto a pressdo intravascular o que
dificultaria a saida das drogas terap€uticas para a massa tumoral, apesar da permeabilidade endotelial

ser maior (Munn, 2003).

A distribuicao dos vasos pela massa tumoral ndo ¢ homogénea resultando em areas ricamente
vascularizadas e outras inacessiveis ao endotélio tumoral. Para comprometer ainda mais as tentativas de
difusdo dos quimioterdpicos, o fluxo sanguineo dentro dos vasos ¢ completamente variavel: rapido ou
lento, revertido, ausente, e fundo cego em alguns segmentos (Raza et al, 2002; Munn, 2003). A rede
vascular tumoral ¢ tortuosa, dilatada e ndo segue os padrdes hierarquicos dos tecidos normais
(tornando-se cada vez mais delgados até chegarem a microcapilares). De maneira geral, as células

endoteliais, a membrana basal, e o suporte das células murais (pericitos) ¢ anormal.

O ponto crucial que difere a angiogénese “normal” da patolodgica seria, portanto, a estreita
regulacdo do balanco dos sinais pro- e anti-angiogénicos. Durante a angiogénese fisioldgica normal, os
novos vasos amadurecem e se tornam estaveis. Tumores, ao contrario, conhecidos por “feridas que

nunca cicatrizam”, perderam o balanco apropriado do controle positivo e negativo da angiogénese
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(Dvorak, 1986). Os vasos tumorais nao se tornam quiescentes, permitindo o constante crescimento e
brotamento de novos vasos na massa tumoral. De fato, GBMs sao parcialmente definidos e distinguidos
de astrocitomas de graus menores, pelo aparecimento de células endoteliais proliferativas e pela alta
densidade vascular. A apresentagdo de regides edematosas e hemorragicas seria parcialmente explicada
pela super producdo de VEGF e pelo baixo recrutamento de pericitos, envolvidos na correta

estabilizacao dos vasos recém formados (Bergers & Benjamin, 2003).

A rede vascular tumoral cadtica pode também conter as proprias células tumorais fazendo parte
da angioarquitetura, no lado luminal do vaso, num processo chamado de “mimetismo vascular”, pois
seriam as células tumorais tomando a fun¢do das células endoteliais (veja se¢do 2.2.3) Este processo
descrito recentemente aumenta ainda mais, a heterogeneidade ja bastante acentuada dos vasos tumorais.
Especula-se que a célula tumoral possa se diferenciar em célula endotelial tumoral, pois
compartilhariam as mesmas aberragdes genéticas, entretanto pouco se sabe sobre a vascularizagdo

tumoral e acredita-se que ela possa surgir a partir de multiplos processos (Charalambous ef al., 2006).

Ainda n3o sabemos o bastante sobre a relacdo das células endoteliais com as células de
glioblastoma ou com o microambiente tumoral que criam. Contudo, evidéncias muito interessantes tém
aparecido apontando mudancas na expressao génica de células endoteliais normais em contato com o
microambiente cerebral. Inje¢des intracranianas (IC) e subcutaneas (SC) de células de glioma
demonstraram que os marcadores de barreira hematoencefalica GLUT-1 (transportador de glicose tipo-
1) e EBA (antigeno de barreira endotelial) sdo preservados em até 60% quando os tumores crescem
intracranialmente. E quase ndo sdo detectados (no maximo 4%) quando crescidos subcutaneamente
(Arosarena et al., 1994). Uma vez que a atividade mitotica e a densidade vascular, indices histoldgicos
de malignidade, eram similares nos gliomas IC e SC, as diferencas de marcadores de barreira nao
poderiam ser explicadas por diferengas entre os tumores crescidos em sitios distintos. Assim, este
experimento sugere que o microambiente peritumoral cerebral permite que as células endoteliais se
diferenciem dentro da massa do glioma. Sugere ainda, que os gliomas mantém sim a diferenciagdo em
barreira hematoenceféalica nas células endoteliais (IC) porém, ndo sdo capazes de induzirem a
diferenciagdo das células endoteliais ndo nervosas em barreira (SC) [Arosarena et al., 1994]. Mais uma
vez a importancia dos astrocitos no parénquima cerebral peritumoral pode ser considerada na

interpretagao destes resultados como importante na indug¢ado/manutencao da barreira hematoencefalica.
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Khodarev e colegas (2003) e Brown e colegas (2004) mostraram que c€lulas endoteliais de veia
umbilical humana (HUVECs) em co-cultura com células de linhagem de glioblastoma U87 sado
ativadas e aumentam acentuadamente a migracgao, proliferacao e formagao tubular. Aumentam também
a transcricdo génica de moléculas de adesdo, fatores de crescimento e do ciclo celular, conferindo as
HUVECs maior resisténcia a apoptose induzida por radiacdo ionizante. A proteina citoplasmatica tipo
tirosina-quinase chamada quinase de adesdo focal (FAK) ¢ expressa apenas no endotélio do glioma in
vivo e estudos in vitro, mostraram que promove a formacdo de estruturas tubulares por células

endoteliais cerebrais normais (Haskell ez al., 2003).

A aquisi¢do de um fendtipo “angiogénico” estd dentre as principais transformagdes que diferem
gliomas de baixo e alto grau (revisto por Plate e Risau, 1995), sendo que a progressao dos astrocitomas
de baixo grau e anapléstico para glioblastoma ¢, por defini¢do, associada as evidéncias histologicas de

proliferacdo vascular (Daumas-Duport et al, 1988). No entanto, no caso dos gliomas, alguns trabalhos

descreveram que sua vascularizagdo ndo seguiria exatamente o modelo classico do switch angiogénico.
Parece que em tumores gliais a angiogénese nao decorreria exclusivamente de uma necessidade de
expansdo da massa tumoral, mas parece estar mais relacionada ao estagio do ciclo de vida tumoral e de
seu microambiente. Os astrocitomas adquiririam seu suprimento sanguineo aderindo ao longo das
paredes vasculares existentes, tornando-os curiosamente tumores nao-angiogénicos. Portanto, o

crescimento e progressao maligna do glioblastoma teria duas fases: uma avascular e outra vascular.

Zagzag e colegas (2000) mostraram que uma semana apos injecdo de células de glioma em
cérebros de camundongo, as células tumorais isoladas tinham preferéncia pelos vasos sanguineos
nativos, “parasitando-os” perivascularmente. A partir da segunda semana observou-se que as células
tumorais proliferavam ao longo dos vasos — Esquema 5. Esse angiotropismo foi bem demonstrado por
Lugassy e colaboradores (2002). Em modelos in vivo viu-se que as células de gliomas ocupavam uma
posicdo perivascular tipo-pericitica, sem evidéncias morfologicas de extravasamento para o lado
abluminal. Esse padrao angiotropico nao era feito ao acaso, mas via-se que as células isoladas ficavam
ao redor dos vasos que estavam na borda invasiva da massa tumoral, ou no maximo a 1-2mm de

distancia e proximo ao plexo cordide. Isso indica um método de migracdo extravascular ao
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Tabela 3. Exemplos de algumas aberra¢des do endotélio em gliomas.

Vaso tumoral cerebral Vaso cerebral normal

espessura ~ 0,5 pm 0,26 um

e Transporte transendotelial ndo—

seletivo e Transporte endotelial seletivo
Barreira
. e Fenestrado e Nao-fenestrado
hematoencefalica
e Perda das jungdes oclusivas (alta e Jungdes oclusivas
permeabilidade)
Membrana basal Delgada, irregular Continua

Tortuoso, sinusoidal

Diametro 3-40 pum (8-16 pm em areas de grande ~3-5 um

angiogénese)

Arranjo caotico; ramificacao
Angio arquitetura irregular, espaco intervascular Ramos delicados em fina rede

variavel e grandes areas vasculares *

Microcirculagéo e | 50-70% células sanguineas vermelhas | > 95% células sanguineas vermelhas

perfusdo ** perfundidas *** perfundidas

Interacéo
. . Quase ausente Presente
leucdcito-endotélio

* Entretanto, a atividade angiogénica dentro da massa tumoral descresce em dire¢cdo ao centro do tumor; **
Funcionalidade para suprimento nutricional do tecido; *** Velocidade baixa e heterogénea, hematocrito microvascular
alto, grande quantidade de microvasos com fluxo ausente ou lento (adaptado a partir de Vajkoczy & Menger, 2000).
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longo do plexo cordide. A videomicroscopia em tempo real permitiu comprovar que as células de
glioma semeadas sobre estruturas tipo capilares endoteliais em Matrigel™ migravam, aderiam e se

espalhavam no lado externo das estruturas tipo-capilares.

Parece um tanto quanto paradoxal que os vasos sanguineos nativos em gliomas regridem a
medida que o tumor progride. Porém, o glioma ndo encapsulado, caracteristica tipica de seu carater
invasivo, migra ao longo dos vasos sanguineos ¢ pode se tornar tdo grande quanto um tumor dito
angiogénico. Entretanto quando um astrocitoma grau III (WHO) progride para um glioblastoma grau
IV (WHO) eles se tornam hipdxicos e necroticos (Zagzag et al., 2000; Bergers & Benjamin, 2003)
gragas a uma redu¢do da vasculatura nativa. Durante este processo, cujos eventos iniciais sdo ainda
desconhecidos, aumenta a expressao angiopioetina-2 e acentuada proliferacao tumoral. A expressao
de VEGF ¢ regulada pelos niveis de oxigenacdo dos tecidos (revisto por Brown et al, 1997) e a
hipoxia ¢ um forte indutor de angiogénese, levando a um aumento de expressdo de VEGF e
VEGFR2, que atuando juntamente com a angiopoietina-2 promovem remodelamento ¢ brotamento
vascular (Zagzag etal., 2000; Bergers & Benjamin, 2003). Entretanto, pouco se sabe ainda sobre as
mudangas genéticas e epigenéticas que acompanham a regressdo vascular que acontece antes da fase

angiogénica da progressao dos gliomas (Bergers & Benjamin, 2003).

A regressao vascular poderia ser causada por mecanismos pro-coagulacio causando trombose
nos vasos sanguineos. A area necroética exibiria ao centro vasos trombdticos mortos € ao seu redor
um padrdo pseudopalissddico, cujo fendmeno se explica pela quantidade de células tumorais
ativamente migratdrias saindo da zona de hipdxia. A migragao induzida por hipoxia aconteceria em
regides proximais e distais da area de vaso-oclusdo e trombose pela conseqiiente insuficiéncia de
fluxo sanguineo (Brat & van Meir, 2004). Seriam tais células pseudopalissaddicas hipdxicas as
responsaveis pela angiogénese do glioma, causando hiperplasia vascular. Uma interessante revisao
sobre a necrose em GBM feita por Raza e colaboradores (2002) mostra que talvez a necrose seja
mais complexa do que simplesmente uma conseqiiéncia de um desenvolvimento da massa tumoral
além da capacidade de seu suprimento vascular. A proliferagdo celular tumoral e a angiogénese
tumoral podem ser controlados independentemente, e tanto glioblastomas grandes quanto pequenos
contém areas necroticas. Este grupo sugeriu a seguinte hipdtese: através da secrecdo do TNF (tumor
necrosis factor) pelas células tumorais, ocorreria ativagdo de mecanismos pré-coagulacao (causando

trombose nos vasos)
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Esquema 5. Modelo in vivo em camundongo mostrando cinco estagios do crescimento do glioma (Zagzag

et al, 2000).

& Cels.tumor v Neur6nios
*  Oligos Q e Vasos
< . -
4 - e <« Es_talgm
.y . Implantacdo
A < ~ Implantacao
. N v é) W | *| Inoculagio e dispersdo das células

tumorais

Estagio Il - Semana 1
Organizacdo perivascular

As células tumorais se concentram ao
redor dos vasos sanguineos nativos

Estagio 11l — Semana 2
Proliferacdo

As células tumorais proliferam ao redor
dos vasos ainda viaveis

Estdgio 1V — Semana 3
Apoptose e Involucéo

Apoptose nas células vasculares e a
degeneragdo dos vasos sanguineos torna-
se evidente. A involugdo dos vasos leva a
hipoxia, que por sua vez, induz a secre¢ao
de VEG ™ seguida de angiogénese

Estagio IV — Semana 4
Angiogénese

Neovascularizagdo: os vasos crescem em
direcdo ao tumor agora em necrose (setas)
providenciando nova fonte de nutricdo. A
regido em volta da area necrdtica exibe
padrao pseudopalissadico.
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que promoveriam a necrose como modo final de morte celular por hipoxia. A falta de oxigénio inibiria
a cadeia respiratoria e sem glicose, a glicolise seria revertida, o que resultaria em falta de ATP
suficiente para a célula entrar em apoptose. Assim, a hipoxia selecionaria as células com menor
potencial apoptotico dentre as células da populagdo original. Células que sobrevivem a hipdxia tendem
mais a proliferar do que a entrar em apoptose. Entdo restaria o quadro final caracteristico de um GBM:
células altamente resistentes a apoptose € nao responsivas ao tratamento quimio e radio-terapico (Raza

etal., 2002).

Como se depreende destes comentdrios, a neovascularizacdo que se instala com o tumor
glial, glioblastoma, embora fascinante como tema de estudo, ¢ ainda cheio de controvérsias,
hipdteses e poucas conclusdes. Foi neste fascinio pelo problema da interagao do endotélio com o

glioblastoma que embarquei nesta tese de doutorado.
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2 - Foco do Estudo e Objetivos

Além do remodelamento da MEC peritumoral por degradagdo proteolitica, a composi¢ao
deste microambiente pode ser afetado pela sintese de novas moléculas matriciais pelas células
neoplasicas e estromais. O resultado final destes dois eventos ¢ a geragdo de uma MEC tumoral
que difere qualitativa e quantitativamente da MEC do seu tecido correspondente ndo-neoplasico
(Castellani et al., 2002). Com a alteragdo da MEC, pode-se esperar que a interagdo célula-matriz
sofra também profundas modificagdes. As células endoteliais tumorais estabelecem fracas conexdes
intercelulares entre si e exibem uma série de defeitos morfologicos e funcionais (Munn, 2003)
possivelmente induzidos por esse microambiente tumoral (Vajkoczy & Menger, 2004; Bergers &
Benjamin, 2003). A adesdo celular 8 MEC ¢é imprescindivel para a viabilidade endotelial (Re et al.,
1994) e sabemos que a MEC tumoral ¢ diferente da matriz do tecido original. Por exemplo, a
quantidade de FN numa MEC tumoral normalmente ¢ muito pequena permitindo as células

transformadas mobilidade suficiente a migragdo/invasao/proliferagao.

Viérios trabalhos na literatura mostraram a presencga de apoptose endotelial durante o curso
normal da angiogénese em gliomas (Chang et al., 2000; Ramsauer et al., 2002; Segura et al, 2002;
Tertemiz et al., 2005), inclusive durante a progressao maligna in vivo, onde a apoptose precedia a

fase angiogénica do crescimento da massa tumoral (Zagzag et al., 2000).

Assim, a apoptose, que ¢ imprescindivel para a correta formacao, organizacao e arquitetura
dos tecidos, Orgdos e sistemas durante o desenvolvimento embriondrio (Twomey & McCarthy,
2005), parece ser também fundamental para a instalagdo do leito endotelial durante o crescimento
tumoral glial. Ao reunir esse conjunto de informagdes, nos propusemos a investigar o papel da
matriz extracelular de varios gliomas humanos, como parte do microambiente tumoral, na interagao
tumor-endotélio e na morte endotelial. Utilizamos para tanto um modelo consagrado,de células
endoteliais de veia umbilical humana (HUVECs) e tentamos estabelecer importancia/correlacao
com a angiogénese tumoral, haja visto que apoptose e angiogénese, a primeira vista paradoxais,

podem ser imprescindiveis para o crescimento e evolugdo do GBM.

2.1 - Objetivos especificos
1) Observar e quantificar a desaderéncia da populagdo de células endoteliais em

contato com a MEC do glioma, durante as primeiras 24h de co-cultura;
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2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Identificar o tipo de morte das células endoteliais causada pelo desaderéncia da

MEC do glioma durante as primeiras 24h de co-cultura: anoikis?,

Observar se o efeito de desaderéncia endotelial se repete em sistemas de co-

cultivo com gliomas;
Identificar os principais componentes da MEC do glioma;

Identificar o provavel agente/fator constituinte da MEC de glioma responsavel
pela desaderéncia e morte das células endoteliais, em particular, verificar o

possivel papel da glicoproteina matricelular desadesiva, a TN.

Analisar se a morte das células endoteliais possui correlagdo com a fase do ciclo

celular em que se encontram,;

Averiguar se as células endoteliais que resisitem a morte apds 24 horas de
interacdo com a MEC de glioma foram selecionadas positivamente a proliferagao

e a tubulogénese in vitro;

Analisar o papel da TN-C (o dominio EGF-like) nas células endoteliais que

resisitem a morte apos 24 horas de interagcdo com a MEC de glioma.
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3 - Materiais e Métodos

3.1 - Animais

Ratos da linhagem Wistar foram utilizados neste trabalho para as culturas primarias de
astrocitos corticais. Os animais foram criados no biotério do Departamento de Anatomia, do
Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB), no centro de ciéncias da Saude (CCS), UFRJ. Foram
utilizados ratos recém nascidos (PO = dia do nascimento) para os experimentos in vitro. Os
procedimentos com o0s animais seguiram as regras minimas de comportamento ético na

manipulacdo de animais, segundo normas da COBEA (1991).

3.2 - Cultura de células endoteliais humanas.

Células endoteliais primarias (HUVECs) 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 excecdo do
soro fetal bovino (SFB, Cultilab, Campinas, BR)e do M199/HEPES (M199, Sigma), todos os
suplementos da cultura de células sdo da Life Technologies do Brasil. As células primarias foram
cultivadas em M199/HEPES suplementadas com 20% de SFB 2 mM de L-glutamina, 100 pg/ml de
penicilina, 2,5 pg/ml anfotericina ¢ 100 pg/ml gentamicina. As HUVECs foram mantidas a 37°C,
em atmosfera imida com 5% de CO, até atingirem a confluéncia, e entdo repicadas com tripsina-

EDTA 0,025% e imediatamente usadas nos experimentos descritos neste capitulo.

3.3 - Cultivo de linhagens celulares

Foram utilizadas células de linhagens de glioma humano U373, A172 e U87 (ATCC, USA),
células de glioma de rato C6 (doadas por Dra. Mary Sogaiar,USP), células de neurosarcoma de rato
9L (cedidas gentilmente pelo Dr. Crépin, INSERM U353, Paris, Franca), células de carcinoma
mamario humano MCF7 e carcinoma de Utero U79 (adquiridas do BCRJ-Banco de Células do Rio
de Janeiro, UFRJ). Células de glioblastoma humanos obtidas de neurocirurgia de pacientes do
Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF, UFRJ) e denominadas GBM95 e

GBMO0202. Eventualmente, também foram utilizados explantes de glioblastomas e

67



oligodendrogliomas para sistemas de co-cultura in vitro. Este trabalho faz parte do projeto de
pesquisa registrado no CONEP nimero 2340 do Ministério da Saude que autoriza o uso destas

linhagens humanas.

As células tumorais foram cultivadas em DMEM-F12 (Gibco, Dulbecco’s Modified Eagle
Médium/F12) e suplementadas com 10% de SFB, 2 mM de L-glutamina e 500 pg/ml de
penicilina/estreptomicina e 2,5 pg/ml de fungizona. As culturas foram mantidas em atmosfera
umida com 5% de CO, até atingirem a confluéncia, e quando preciso para culturas secundarias,

repicadas com tripsina-EDTA 0,025%. O meio de cultura foi renovado a cada 2-3 dias.

A linhagem de fibroblastos de gengiva humana FGH (BCRJ, UFRIJ) foi utilizada como
controle de matriz adesiva e cultivada em meio DMEM-F12, suplementado com 10% de SFB, 2
mM de L-glutamina, 500 png/ml de penicilina/estreptomicina, 2,5 pg/ml de fungizona e mantida em
atmosfera umida com 5% de CO, até atingir a confluéncia, para depois ser entdo repicada com

tripsina-EDTA 0,025%. O meio de cultura foi renovado a cada 2-3 dias.

3.4 - Cultura primaria de astrocitos de cértex de ratos neonatos (PO0)

Culturas primarias de astrocitos foram preparadas a partir do cortex cerebral de ratos PO. Os
procedimentos foram realizados conforme descrito por Moura-Neto (1983) e modificadas por
Gomes e colaboradores (1999). O cortex cerebral foi isolado, a meninge removida, e as estruturas
mantidas em PBS contendo 0,6% de glicose. Apds a disseccdo das estruturas, as células foram
dissociadas mecanicamente com pipeta Pasteur em um tubo de 15 ml. Os fragmentos foram
decantados naturalmente por alguns minutos e a seguir, as células livres em suspensdo foram
coletadas e centrifugadas a 1500 rpm por 3 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento
recuperado e ressuspenso em 3ml de DMEM-F12 acrescido de 3 mM de glicose, 10% de SFB, 2
mM de L-glutamina, 500 pg/ml de penicilina/estreptomicina, 2,5 pg/ml de fungizona. As células
foram cultivadas em garrafas de cultura de 25 cm® (TPP, Alemanha) previamente tratadas com poli-
ornitina (1,5 pg/ml, PM 41000, Sigma), e as culturas foram mantidas em atmosfera imida com 5%
de CO; até atingirem a confluéncia (cerca de 8 a 10 dias), e entdo repicadas com tripsina-EDTA
0,025%. O meio de cultura foi renovado a cada 2-3 dias. Os astrocitos foram utilizados somente

ap6s um repique, culturas secundarias.
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3.5 - Obtencao das matrizes extracelulares (MECs) imobilizadas livres de

células

As células foram cultivadas em confluéncia por 48 horas, em condi¢des normais de cultura e
entdo lavadas em DMEM-F12 sem soro e lisadas com tampao contendo Triton X-100 0,1%,
NH,OH 0,1 M em PBS-Ca*" a 4 °C, contendo inibidores de proteases — PMSF 1mM e leupeptina 40
uM. Os restos celulares foram eliminados por lavagens sucessivas e delicadas com PBS-Ca®,
estéril e gelado. A rede protéica restante, invisivel ao microscopio Optico, € o que chamaremos de
matriz imobilizada livre de células, na qual foi possivel detectar elementos da matriz extracelular

por técnicas imunocitoquimicas.

As células das quais isolamos MEC imobilizada, como indicado acima, foram cultivadas em
placas de 6, 24 ou 96 pogos ou garrafas de cultura 25 cm?, de acordo com a conveniéncia do
experimento. Em ensaios de cultura de células sobre as MEC imobilizadas nos quais foi necessario
efetuar marcagdes com imunofluorescéncia ou outros corantes celulares, as matrizes foram feitas
sobre laminulas de vidro estéreis e sobre as mesmas plaqueamos as células endoteliais. Os controles
considerados auséncia de matriz foram o plastico puro ou a laminula pura sobre os quais

semeavamos células para experimentos controle.

A fim de avaliarmos o papel da TN em alguns experimentos, incubamos as MECs com
anticorpo anti-TN monoclonal (Sigma, 1:800); um isotipo-controle IgG1 (30 pg/ml) ou 0,1% BSA
em meio 199 durante duas horas e lavadas para interagirem com as células endoteliais. O anti-TN
foi produzido contra um epitopo situado no dominio EGF-like (ou de repeti¢des EGF-L) na regido

N-terminal da TN-C, segundo dados do fabricante.

3.6 - Quantificacdo da ades@o das células endoteliais cultivadas sobre

MECs imobilizadas pelo método do MTT

As HUVECs foram descoladas de seu substrato de cultura com tripsina-EDTA 0,025% e
plaqueadas sobre as matrizes na propor¢io 3 x 10* células/0,2 cm” em meio de cultura M199
contendo BSA 0,1%, a fim de evitar completa privagdo protéica no meio. Células endoteliais para
confec¢do de uma curva-padrao (5.000 a 50.000 células/pogo) foram plaqueadas paralelamente ao
experimento ¢ mantidas em M199 contendo 20% de SFB. As células sobre as matrizes e a curva-

padrio foram mantidas por 2h a 37° C, em atmosfera umida com 5% de CO,. A seguir, 0S pogos
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foram lavados em M 199 fresco sem SFB para a retirada das células nao aderentes e M199 contendo
0,1% BSA + Img/ml MTT (3-(4,5dimetiltiazol-2-yl)-2,5difenil tetrazdlio brometo) foi adicionado
para o cultivo por mais 4 horas. A curva-padrao ndo foi lavada e o sobrenadante foi aspirado e 100
pl/pogo de isopropanol absoluto foi adicionado para lise das células e solubilizagdao dos cristais de

MTT, em todas as condi¢des. A absorbancia do extrato foi lida a 595 nm em leitor de placas de

ELISA.

3.7 — Andlise de adesdes/contatos focais e formacédo de fibras de estresse

durante a adeséao inicial das células endoteliais sobre MECs imobilizadas

Cerca de 10° células/cm® de HUVECs foram plaqueadas em placas de 24 pogos sobre as
matrizes feitas previamente sobre laminulas estéreis de vidro, utilizando-se meio de cultura M199
contendo BSA 0,1%. As células endoteliais, assim cultivadas, permaneceram 2 horas a 37°C, em
atmosfera imida com 5% de CO,. A seguir os pogos foram lavados em PBS, as células fixadas em
etanol 70%, a —20°C por 30 minutos. O bloqueio dos sitios inespecificos foi feito com BSA 5% por
30 minutos e a seguir a incubag¢do com o anticorpo monoclonal (Sigma, diluido 1: 1.000) anti-
vinculina por 45 minutos a temperatura ambiente. Apds lavagens com PBS, o anticorpo secundario
anti-IgG de camundongo Cy3 (1: 20.000) e faloidina-FITC em PBS contendo BSA 1% foi incubado
e por 1 hora a temperatura ambiente. Finalmente, as células foram lavadas e incubadas com DAPI

por cerca de 3 minutos e as ldminas foram montadas em meio aquoso N-propil-galato.

3.8 - Quantificacdo da anoikis endotelial induzida por MECs imobilizadas

As HUVECs foram descoladas de seu substrato de cultura com tripsina-EDTA 0,025% e
plaqueadas sobre as matrizes na proporgdo 10° células/25¢cm® em meio M199 contendo BSA 0,1% a
fim de evitar completa privagio protéica no meio. Apos 4 horas a 37° C, em atmosfera imida com
5% de CO,, os pocos foram lavados em M199 fresco sem SFB para retirar as células senescentes e
eventualmente mortas pela tripsinizagdo/manipulacdo e novo M199 contendo 0,1% BSA foi

reposto. As HUVECs permaneceram sobre as matrizes por 24h.

Para a quantificacdo da adesdo, as células endoteliais que restaram aderidas foram

descoladas por tripsinizagcdo apds duas lavagens suaves com meio 199 sem soro. A solugdo de
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células foi submetida a anélise citométrica (FACScalibur, Becton & Dikison) com anélise a partir

de 10.000 eventos. Fragmentos celulares foram excluidos da contagem.

Em alguns experimentos, a quantificacdo das células que ainda permaneceram aderidas apos
24h em contato com as MECs foi feita através da contagem do nimero de HUVECs encontradas em
10 imagens capturadas aleatorias pela camera digital CCD CoolSnap-Procf Color acoplada ao

microscopio Nikon TE 3000.

As células aderidas (e ndo as células em suspensdo) foram escolhidas para a quantificagdo de
anoikis endotelial porque as células em suspensdo tendem a se fragmentar e os fragmentos sdo
excluidos da contagem, fato que poderia subestimar os valores encontrados nas condigdes com

maior anoikis.

3.9 - Quantificacdo em tempo real por video-microscopia do descolamento

endotelial das MECs imobilizadas.

Cerca de 10° HUVECs foram plaqueadas sobre cada uma das matrizes previamente
preparadas como descrito acima, sobre pequenas placas de Petri de plastico, em meio de cultura
M199 contendo BSA 0,1%. As células endoteliais permaneceram incubadas por 4h a 37° C, em
atmosfera umida com 5% de CO, para que pudessem aderir adequadamente. A seguir os pogos
foram lavados em M199 fresco sem SFB e novo M199 contendo 0,1% BSA foi reposto, e entdo

retiradas as células mortas.

As imagens (frames) da monocamada foram capturadas pela camera digital CCD
(Hamamatsu C2400) acoplada ao microscopio Nikon TE 3000. Durante 11 horas consecutivas
capturamos 1 imagem a cada minuto, totalizando 660 frames. O filme foi montado com ajuda do
ImageJ (NIH, freware). As células foram mantidas todo o tempo a 37° C, em atmosfera imida com
5% de CO,, nas condi¢des estabelecidas pelo laboratorio de Pinga Optica da COPEA-UFRIJ, sob
supervisao do Dr.Nathan Bessa (IF-UFRJ).

Para a quantificagdo, a cada célula de morfologia achatada que se arredondava, marcava-se o
nimero do frame que correspondia ao minuto em que ela se descolou do substrato possibilitando a
construgdo de um perfil de desaderéncia versus tempo no programa Kaleidagraph (Synergy

Software).
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3.10 - Andlise das alteracbes morfologicas indicativas de apoptose

endotelial no cultivo sobre MECs imobilizadas

Cerca de 10° células/cm® de HUVECs foram plaqueadas em placas de 24 pogos sobre as
matrizes previamente preparadas como acima, sobre laminulas estéreis de vidro, com meio de
cultura M199 contendo BSA 0,1%. As células endoteliais permaneceram 4h a 37° C, em atmosfera
umida com 5% de CO; para que pudessem aderir adequadamente. A seguir os pogos foram lavados
em M199 fresco sem SFB e novo M199 contendo 0,1% BSA foi reposto, e entdo retiradas as

células mortas.

Ap6s 24h de cultivo das HUVECs sobre as matrizes, as células foram rapidamente lavadas
com MI199 sem SFB e fixadas e coradas segundo as instru¢des do sistema de coloracdo
hematologica Panotico (0.1% (v/v) triaril-metano/ 0.1% (v/v) xantenos/ 0.1% (v/v) tiazinas,
Laborclin, Curitiba). Em suma, as laminulas foram mergulhadas nas solugdes 1, 2 ¢ 3 por um
minuto cada e depois lavadas com agua. Apds desidratacdo do material (secagem ao ar) as

laminulas foram montadas com Entellan ® (Merck).

As imagens das células apoptoticas foram capturadas pela camera digital CCD CoolSnap-

Procf Color acoplada ao microscopio Nikon TE 3000.

3.11 - Quantificacdo dos nucleos apoptéticos das células endoteliais

cultivadas por 24h sobre MECs imobilizadas.

Cerca de 10° células/em”® de HUVECs foram plaqueadas sobre as matrizes feitas
previamente sobre laminulas estéreis de vidro em placas de 24 pogos, em M199 contendo BSA
0,1%. As células endoteliais permaneceram 4h a 37° C, em atmosfera imida com 5% de CO, para
que pudessem aderir adequadamente. A seguir os pocos foram lavados em M199 fresco sem SFB e

novo M199 contendo 0,1% BSA foi reposto, para retirar as células mortas.

Ap0s 24h de cultivo, as células foram rapidamente lavadas com M199 sem SFB e fixadas
com paraformaldeido (PF) 4% recém-preparado, por 20 minutos e impermeabilizadas com Triton
X-100 0,2% em PBS por 5 minutos. As células fixadas foram incubadas com DAPI por mais 5

minutos e lavadas (3 vezes) em PBS nos intervalos de cada etapa.

Para a quantificagdo dos nucleos fragmentados e nticleos picnoéticos, dez campos aleatorios

para cada condi¢do foram capturados pela camera digital CCD CoolSnap-Procf Color acoplada ao
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microscopio de fluorescéncia Nikon TE 3000 e todos os nucleos de cada condi¢ao foram contados.

Estabelecemos assim uma razao dos nucleos apoptdticos sobre os intactos.

3.12 - Andlise da apoptose endotelial através de marcacdes com anexina

V-FITC e lodeto de Propideo (PIl) por citometria de fluxo.

Cerca de 10° HUVECs/25 cm® foram plaqueadas sobre as matrizes previamente preparadas
conforme ja descrito, em M199 contendo BSA 0,1%. As células endoteliais permaneceram 4h a 37°
C, em atmosfera imida com 5% de CO, para que pudessem aderir adequadamente. A seguir os
pogos foram lavados (para retirada de células invidveis) em meio de cultura M199 fresco sem SFB e

novo M199 contendo 0,1% BSA foi reposto.

Em alguns experimentos, conforme indicado na se¢do de Resultados, as células endoteliais
foram semeadas sobre MECs de glioma e de astrocitos com seus respectivos meios condicionados

(MC).

Ap6s 18 ou 24 horas de cultivo as HUVECs em suspensdo e aderidas foram recolhidas para
analise da populagdo apoptdtica. As células aderidas foram descoladas do substrato com tripsina
0,025% contendo EDTA e colocadas em M199 contendo 20% SFB. A seguir, as HUVECs foram
centrifugadas por 10 minutos a 1.100 rpm e lavadas em PBS-Ca”" gelado. Apos nova centrifugagio
as cé€lulas foram ressuspensas em 100 pl de tampao de ligacao a anexina V (Hepes 100mM pH 7.4,
NaCl 1,5 M, KCI1 50 mM, Mg Cl, 10mM e CaCl, 18 mM), contendo 5 ul de Anexina V- FITC
(AV) [BD Pharmingen] e iodeto de propideo (PI) 1 pug/ml. As células foram incubadas neste meio

por 15 minutos a temperarura ambiente, no escuro.

As células foram submetidas ao FACScalibur (Becton & Dikison) em menos de uma hora
apos a incubagdo com AV/PI. Controles internos foram feitos: (i) células ndo marcadas; (ii) células
marcadas apenas com AV-FITC, (iii) células marcadas apenas com PI e (iv) células duplamente
marcadas (AV/PI). O sinal emitido pela AV-FITC foi lido pelo filtro FL1 e o sinal emitido pelo PI,
pelo filtro FL2.
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3.13 - Quantificacao da apoptose endotelial por TUNEL em sistemas de co-

cultura HUVEC x glioblastoma

Cerca de 10° células/cm” de HUVECs foram plaqueadas sobre matrizes ou células vivas em
laminulas estéreis de vidro em placas de 24 pogos, mantidas em meio de cultura M199 contendo
BSA 0,1%. As células endoteliais permaneceram 4h a 37° C, em atmosfera imida com 5% de CO,
para que pudessem aderir adequadamente. A seguir os pocos foram lavados com M199 fresco sem

SFB e novo M199 contendo 0,1% BSA foi reposto, e entdo as células mortas foram retiradas.

A marcagdo dos fragmentos apoptdticos de DNA foi feita de acordo com as intru¢des do
fabricante de APO-BrdU. TUNEL Assay Kit (Terminal Deoxynucleotide Transferase dUTP Nick
End Labeling) [A-23210, Molecular Probes] e adaptado a imunofluorescéncia. Brevemente, as
culturas em laminulas foram lavadas com PBS e fixadas PF 1% por 15 minutos, a 4°C. Ap6s duas
lavagens com PBS, as células foram mantidas em etanol 70% a —20°C por cerca de 3 dias, em
sistema hermeticamente vedado. Esta etapa permite estocar as células por varios dias antes de
prosseguir. As HUVECs foram saturadas com 5% de BSA por 30 minutos e a seguir, incubadas
com anticorpo policlonal anti fator von Willebrand (fvW) humano (Dako) na dilui¢do 1:600 em
PBS contendo 1% BSA por 1 hora a temperatura ambiente. O anti-fvW foi usado a fim de distinguir
as células endoteliais na co-cultura. A seguir, as células foram lavadas duas vezes em PBS e
incubadas com 30 ul de solucdo de marcagio de DNA por 90 minutos a 37°C, sem que as laminulas
secassem. As células foram entdo lavadas com tampao de rinsagem, duas vezes e incubadas com os
anticorpos monoclonal anti-BrdU Alexa Fluor 488 (dilui¢dao 1:20) e o anticorpo anti-IgG de coelho
Cy3 (1:2.000) em tampao de rinsagem por 30 minutos. O DAPI também foi utilizado a fim de

confirmar a marcac¢ao nuclear com o emprego da técnica do TUNEL.

Para a quantificacdo das HUVECs apoptoticas, dez campos aleatdrios para cada condi¢do
foram capturados pela camera digital CCD CoolSnap-Procf Color acoplada ao microscépio de

fluorescéncia Nikon TE 3000 e no minimo 300 células para cada condi¢ao foram contadas.
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3.14 - Dosagem qualitativa e semi-quantitativa das proteinas matriciais
secretadas por ELISA indireto (ELISA-enzyme linked immnuoabsorbant

assay).

Os anticorpos foram cedidos pela Dra. Chantal Legrand (Unidade 353 INSERM, Hopital
Saint Louis. Paris, Franga): anticorpo policlonal de coelho anti-LM humana (1:5.000), anticorpo
policlonal de coelho anti-colageno VI (1:4.500), anticorpo policlonal de coelho anti-TSP1 humana
(R1, 5ug/ml), anticorpo policlonal de coelho anti-FN (5ug/ml), anticorpo policlonal de coelho anti-
colageno I humano 1:35 e anticorpo policlonal de cabra anti- colageno IV (1:500). Os anticorpos
secundarios foram anti IgG de coelho (1:5.000) e anti IgG de cabra (1:10.000). O anti-TN (Sigma)
foi usado a 1:8.000.

As matrizes receberam os anticorpos primdrios nas suas diluicdes apropriadas em PBS +
Tween 20 0,05% (PBS+T), por uma hora a temperatura ambiente. Ap6s 3 lavagens com PBS+T os
anticorpos secundarios foram adicionados por mais uma hora a temperatura ambiente. A revelacao
foi feita em tampao citrato pH 4,5 contendo H,O, e OPD a Img/ml. A paralisa¢do da reagdo de cor

foi feita com H,SO4 3M. A leitura foi feita em leitor de ELISA (BioRad) a 490 nm.

Nas dosagens semi-quantitaivas para FN e TN (Sigma) usamos curvas-padrao de 0,01 a 10
ug/ml com as proteinas purificadas incubadas nos pogos de microplacas overnight a 4°C. Contudo,
nao sabemos a quantidade exata de FN ou TN purificada que adere ao plastico da placa de ELISA.
Por isso, ndo podemos quantificar precisamente a quantidade de cada proteina adsorvida nas
matrizes secretadas, mas pudemos estabelecer uma correlacdo direta entre os valores de absorbancia
encontrados na curva-padrao (usados para a confeccdo de uma escala de unidades arbitrarias — ver
adiante) e os valores de absorbancia encontrados nas MECs imobilizadas. A absorbancia dos

controles negativos foram extraidas das leituras de densidade otica.

Foram escolhidos para o estabelecimento da curva-padrdo pontos de diluicdo das proteinas
de concentra¢do conhecida que apresentavam uma variacao linear. O valor de absorbancia relativo a
menor concentracdo da proteina ainda detectavel pelo método de ELISA, dentro da faixa linear, foi
considerado como 1 unidade arbitraria (U.A.) da referida proteina na matriz imobilizada, sendo as
diluicdes ascendentes consideradas como o numero de UA proporcionais ao do ponto
imediatamente inferior. Os valores de absorbancia obtidos para as matrizes nativas imobilizadas
foram entdo convertidos em unidades arbitrarias, para ambas as proteinas (FN e TN), de forma que

uma analise comparativa de teores pudesse ser estabelecida para cada matriz estudada.
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3.15 - Co-cultivo e andlise da apoptose endotelial em sistemas de co-

cultura de HUVECs com explantes de GBMs humanos

Explantes de glioblastomas foram obtidos por resseccao cirurgica de pacientes do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF, UFRJ). Apos sua dissecgdo e retirada das porcdes
necroticas e de vasos sanguineos, os explantes foram repousados sobre monocamada confluente de
HUVECs sem nenhum dano fisico a mesma e mantidos por 24 horas em meio 199 contendo 1% de

SFB.

3.16 - Dosagem de proliferacdo celular por incorporacdo de timidina
tritiada (3H)

Apds o contato com as diferentes matrizes, as HUVECs (sincronizadas na fase GO/G1 ou
ndo, e cultivadas sobre matrizes bloqueadas pelo anti-TN, pelo isotipo-controle IgG1 ou apenas
0,1% de BSA, conforme indicaremos na se¢io resultados) foram tripsinizadas e plaqueadas (10*
células/0,2 cm”) e mantidas em meio 199 contendo 20% de SFB, por 24 horas em atmosfera imida

com 5% de CO2,a37°C.

A incorporagdo de timidina acontece durante a fase S do ciclo celular e indica portanto, as
células que estdo duplicando seu DNA para proliferagdo celular. O pulso de timidina (2 uCi/ml) foi
dado por 6 h (no perido de 18 horas até 24 horas do fim do tempo deste ensaio de proliferagao das
HUVEGCsS). A precipitagao da timidina tritiada incorporada foi feita com adi¢ao de 100 ul/poco de
TCA 10%. A CPMA foi lida em cintilador e o resultado dado em valores absolutos.

3.17 - Determinacgéo da proliferacéo celular por incorporacédo de MTT

O mesmo ensaio béasico de metabolizagdo do MTT por células vidveis pode ser utilizado
como teste de proliferacdo celular, a partir de tempos de cultivo maiores que 20 horas, no caso das

HUVECs (Cominetti et al, 2004).

Apo6s o contato com as diferentes matrizes, as HUVECs foram tripsinizadas e plaqueadas
(104 células/0,2 cm2) e mantidas em meio 199 contendo 20% de SFB, por 72 horas em atmosfera

timida com 5% de CO2, a 37 °C. As células da curva-padrio foram adicionadas no terceiro dia do
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ensaio de proliferagio e mantidas por 4h a 37 °C, em meio 199 contendo 20% de SFB + 1mg/ml
MTT, em atmosfera imida com 5% de CO2. As HUVECs que foram previamente incubadas com
as diferentes MECs imobilizadas receberam o meio 199 contendo MTT ao mesmo tempo que as

células da curva-padrio.

A seguir, o sobrenadante foi aspirado e 100 pl/pogo de isopropanol foi adicionado para lise
das células e solubiliza¢do dos cristais de MTT. A absorbancia do extrato foi lida a 595 nm em

leitor de placa de ELISA.

3.18 - Sincronizacdo em Go/G1 das células endoteliais

As células endoteliais tiveram sua entrada na fase G2/M do ciclo celular bloqueada por
privacdo de soro (meio 199 contendo 0,1% BSA) durante 24 horas (Larsson et al., 1986). As células
endoteliais que ndo sofreram a interrupcao do ciclo celular serdo chamadas por nos de populagdo

heterogénea.

As células em GO/G1 ou heterogéneas foram semeadas sobre as MECs imobilizadas em

determinados experimentos conforme indicado em Resultados.

3.19 - Ensaio da tubulogénese em Matrigel® ap6s o contato de células

endoteliais com as MECs imobilizadas

Apobs o contato com as diferentes matrizes por 24 horas (sincronizadas ou ndo, ¢ sobre
matrizes bloqueadas com anti-TN, ou IgGl, ou em 0,1% de BSA, conforme indicado em
Resultados), as HUVECs foram tripsinizadas e plaqueadas (3 x 10* células/0,2cm?) sobre 50 pl
Matrigel®/pogo (placas de 96 pogos) e mantidas em meio 199 contendo 2% de SFB, por 24 horas

em atmosfera imida com 5% de CO,, a 37°C.

Para garantir que o mesmo de nimero de células vidveis fossem plaqueados sobre o
matrigel”, retiramos 20 pl (aliquotas) de cada amostra e incubamos estas células com azul de tripan
0,4% por 10 minutos a temperatura ambiente. A contagem celular foi feita em hemocitdmetro e as

células plaqueadas em duplicata.

Ap0s 24 horas sobre matrigel as células foram fixadas com glutaraldéido 1,1% em PBS por

15 minutos em temperatura ambiente (Zemani et al., 2005). A retirada do fixador foi feita por trés
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lavagens longas de PBS. Nao houve danos nas estruturas tubulares por este tipo de fixagdo. A
contagem dos sprouts (brotos, prolongamentos celulares endoteliais que indicam ramificagao,
brotamento que resulta no aspecto em rede da diferencia¢do angiogénica) foi feita por duas pessoas
diferentes. Todo o campo foi contado (0,2 cm?). Contamos todos 0s sprouts encontrados nos pogos

e em duplicata.

3.20 - Andlise estatistica

As analises estatisticas foram feitas com médias de 3 experimentos independentes e

analisadas pelo teste ANOVA, Tukey’s Multiple comparison.
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4 - Resultados

4.1 - A matriz extracelular de gliomas mantém a adesao e viabilidade

das células endoteliais nas primeiras horas de cultura.

A fim de investigarmos o comportamento de células endoteliais da veia umbilical humana
(HUVECs) sobre proteinas matriciais secretadas por gliomas humanos, realizamos ensaios de
adesdo sobre diferentes tipos de suportes e matrizes nativas. A Figura 1A representa a
quantificacdo da adesdo das HUVECs através da metabolizagdo de MTT (3-(4,5dimetiltiazol-2-yl)-
2,5difenil tetrazolio brometo) apds 2 horas de sua adicdo sobre diferentes substratos: matriz
extracelular (MEC) da linhagem de glioma humano U373 e MEC da linhagem de fibroblasto de
gengiva humana FGH. Além destes suportes, foram utilizados como controles o proprio pléstico e
fibronectina purificada (FN). Nao foram observadas diferencas significativas de adesdo endotelial.
O ensaio do MTT indica ainda que células endoteliais aderidas em todas as condigdes estdo

igualmente viaveis.

Em nosso estudo, dois suportes nativos foram considerados 6timos para a adesdo das
HUVECs: as matrizes autologas (das proprias HUVECs) e a matriz secretada pela linhagem de
fibroblastos humanos FGH, origindrios da gengiva. Nesta ultima, as HUVECs estabelecem
contatos/adesdes focais e exibem fibras de estresse em duas horas de cultura (Figura 1B). Um
padrao comparavel ¢ obtido quando as HUVECs sdo semeadas em matrizes nativas secretadas pela
linhagem de glioma U373. Este padrdo imunopositivo para vinculina e actina polimerizada foi
também visto em MECs de A172, U887, GBM95 ¢ GBMO0202 ¢ MECs autélogas (dados ndo

mostrados)

4.2 - As células endoteliais desaderem da MEC de glioma U373 ao

longo de 24 horas de cultivo.

Ap0s 24 horas de cultura sobre os diferentes suportes matriciais, as HUVECs descolam mais

acentuadamente das MECs de glioma U373, em  comparagdo com  as
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Figura 1. HUVECs aderem sobre diferentes tipos de MEC nas 2 primeiras horas de
cultivo. (A) Adesao e viabilidade de células endoteliais semeadas sobre diferentes suportes,
segundo o método do MTT. 3,0 x 10%0,2 cm® células foram semeadas sobre matrizes
imobilizadas obtidas por dissolugdo de monocamadas celulares com amoniaco/Triton X-
100, em PBS contendo inibidores de proteases (ver Métodos). A FN (5Spg/ml) foi
imobilizada ap6s incubagdo (16-18 horas) com os pocos de cultura; (B) Imunocitoquimica
com anticorpo primario anti-vinculina, mostrando que HUVECs estabelecem
contatos/adesdes focais (setas brancas) nas matrizes imobilizadas e a formagdo de fibras
de estresse (cabega de seta). MEC = matriz extracelular; FN= fibronectina. Analise
estatistica feita pelo ANOVA, Tukey’s Multiple comparison; p>0,05.
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matrizes consideradas 6timas. De acordo com a quantificacao feita por citometria de fluxo, uma
média de 28% (£ 4,67) HUVECs ainda estavam aderidas a MEC de U373 apo6s este periodo, em
comparagdo aos 50% (£ 2,73) ainda aderidos a MEC de FGH ou a FN (Figura 2). Houve grande
variacdo encontrada na adesdo das HUVECs sobre plastico e MEC de astrécito PO (astrocitos
primarios de ratos neonatos), ndo houve diferenga estatistica quando comparadas 8 MEC de U373,
embora em cada experimento individual, o nimero de HUVECs aderidas a MEC de glioma tenha
sido sempre o menor valor. Uma quantificagdo paralela foi feita contando-se todas as células
aderidas em 10 campos aleatérios para cada condi¢do e os resultados foram muito similares aos
obtidos pela analise citométrica. Por uma questao de maior precisao, optamos por representar aqui a
quantifica¢do de eventos representativos da populagdo aderida apos 24 horas, obtida pela citometria
de fluxo (andlises de 10.000 eventos por amostra em cada experimento excluindo-se os debris

celulares, n=3).

A andlise do processo de desaderéncia por videomicroscopia permitiu observar em tempo
real o padrdo de descolamento das HUVECs sobre a matriz de glioma humano U373. O
descolamento das células endoteliais até 8 horas de cultura sobre as MECs de glioma U373 e de
astrocitos primarios tem um padrdo muito similar, conforme mostra a Figura 3 . Entretanto, nas
matrizes de astrocitos primdrios, a taxa de descolamento parece atingir um apice e estabelecer um
patamar, até o final do periodo de aquisi¢do de imagens (cerca de 15 horas ap6s o inicio do cultivo
das HUVECs nas matrizes), o que ndo acontece nas matrizes de glioma humano U373. Nestas
matrizes, as HUVECs parecem se descolar indefinidamente, ao menos, at¢é o tempo em que
estabelecemos o limite das filmagens (11 horas consecutivas). A MEC de astrocitos primarios
portanto, mostrou-se mais adesiva que a matriz de glioma humano U373. A MEC de fibroblasto
FGH foi a mais permissiva a adesdo endotelial, com menor niimero de eventos de desaderéncia ao
longo das 11 horas de filmagem, seguindo-se ao plastico, onde aderiram mais células endoteliais ao

longo das 11 horas de filmagem do que em outras matrizes gliais (glioma e de astrécitos).

A desaderéncia endotelial em matriz de glioma ¢ maior do que a observada em auséncia de
matriz (plastico). Este dado, juntamente com os resultados mostrados na Figura 1, nos quais fica
evidente a ocorréncia de um processo de adesdo consistente nas primeiras 2 horas de incubagao das

HUVECs com matrizes de glioma, sugerem que existam proteinas
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Figura 2. HUVECs descolam mais acentuadamente da MEC de glioma U373 em 24
horas de cultura. 10*/cm? células endoteliais células foram semeadas sobre matrizes. A FN
(Spg/ml) foi imobilizada apds incubacdo 16-18 horas com os pogos de cultura; (A)
Quantificagdo das células que permaneceram aderidas apds 24 h adesdo endotelial por
FACs. (B) Aspecto da monocamada endotelial apds 24 horas sobre diferentes MECs.
Analise estatistica feita pelo ANOVA, Tukey’s Multiple comparison; * p<0,05. Média de
trés experimentos independentes. MEC = matriz extracelular; FN= fibronectina.
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Figura 3. Quantificacdo em tempo real (videomicroscopia) da desaderéncia das células
endoteliais sobre diferentes matrizes. As células foram mantidas a 37 °C e em atmosfera
umida com 5% de CO, por 11 horas e foi capturada uma imagem/minuto.
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responsaveis por este evento, que de fato, causem ativamente a desaderéncia das HUVECs, em um
processo que parece ndo decorrer unicamente de uma deficiéncia em componentes da matriz
extracelular. A dindmica de desaderéncia das HUVECs semeadas sobre matriz nativa de glioma
U373 também pode ser observada na animacdo das imagens capturadas, registradas no CD-ROM

em anexo a esta Tese.

4.3 - Células endoteliais cultivadas sobre a matriz extracelular (MEC)

de glioma morrem por apoptose.
Através da coloragdo citoquimica (método do Panotico), pudemos também avaliar se as
caracteristicas morfologicas celulares consideradas classicas na apoptose eram observadas em
nosso modelo de adesdo endotelial sobre matriz tumoral (Figura 4A). Observamos diminuigdo
do volume celular, fragmentacao nuclear e corpos apoptoticos (ntcleos fragmentados envoltos
por membrana que formam pequenas vesiculas liberadas e eventualmente fagocitadas por células
vizinhas). Estas alteragdes correspondem ao padrdo apoptético classico e foi observado

sobretudo nas HUVECs cultivadas sobre a MEC da linhagem de glioma U373.

A fim de quantificar a apoptose, marcamos com DAPI os ntcleos das HUVECs que ainda
estavam aderidas ap6s 24h sobre as diferentes matrizes. Conforme mostram as Figura 4A e C, os
nucleos picnoticos (ou apoptodticos) das células endoteliais sdo muito distintos dos nucleos intactos,
sendo os primeiros mais condensados, menores, brilhantes (Figura 4C) e muitas vezes
fragmentados (corpos apoptdticos). A quantificagao foi feita por captura de 10 imagens aleatérias
para cada condi¢do e nos mostra que a apoptose endotelial ¢ similar nas MECs de glioma e de
astrocitos normais, conforme mostra o grafico na Figura 4B. Entretanto, a apoptose foi
significativamente menor nas HUVECs cultivadas sobre MEC de fibroblastos FGH. A apoptose
endotelial foi significativamente maior nas HUVECs cultivadas em auséncia de matriz (laminula de

vidro pura — ou seja, ndo coberta por fatores de adesao).

No intuito de concentrar evidéncias para confirmar a apoptose endotelial por desaderéncia,
causada pela matriz de glioma U373 ao longo de 24h de cultivo, incubamos as HUVECs com

Anexina V-FITC (AV) e iodeto de propideo (PI) apos 24 horas de contato
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Figura 4. Quantificacdo das células endoteliais em apoptose sobre as diferentes matrizes.
HUVECs (10*cm?) foram semeadas sobre matrizes imobilizadas ¢ mantidas por 24 horas. As
células aderidas e suas caracteristicas morfologicas/nucleares foram observadas e quantificadas
por diferentes métodos. (A) Morfologia classica apoptotica das HUVECs por coloragdo pelo
método Panotico, evidenciando a condensacio/fragmentagdo de cromatina, citoplasma reduzido
e corpos apoptoticos (setas). (B) quantificagdo de nucleos picnéticos visualizados pela
marcacdo com DAPI, segundo descrito em Métodos. (C) nticleos endoteliais picndticos,
visualizados por microscopia de fluorescéncia. A analise estatistica do grafico feita pelo
ANOVA, Tukey’s Multiple comparison;* indica p<0,05. Média de trés experimentos
independentes. MEC = matriz extracelular.
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com as matrizes ¢ submetemos as amostras a citometria de fluxo (FACs), conforme mostra a

Figura 5.

A AV ¢ uma proteina que tem alta afinidade por fosfatidil-serina, um fosfolipideo
normalmente encontrado no folheto citoplasmatico da bicamada de lipidios da membrana
plasmatica (van Genderen et al., 2006). Nas etapas precoces da apoptose, ocorre a inversao desta
distribuicao, passando a fosfatidil-serina a ser detectada também no folheto externo da bicamada. A
ligagdo da AV com a fosfatidil-serina € reversivel e dependente de célcio. O PI ¢ um intercalante de
DNA e marca as células que estdo com a seletividade/integridade da bicamada lipidica ja

comprometida.

A dupla marcacao para anexina V-FITC e PI pode nos dizer qual a populacdo que esta
viavel (AV-/PI-, quadrante esquerdo inferior), em apoptose inicial (AV+/PI-, quadrante direito
inferior) e em apoptose tardia ou necrose (AV+/PI+, quadrante direito superior). Os eixos X

mostram as leituras nos canais FL1 (AV-FITC) e os eixos Y as leituras nos canais FL2 (PI).

Em trés experimentos independentes (a Figura 5A representa um experimento) a
porcentagem de células apoptoticas (AV+/PI- e AV+/PI+) foi sempre maior na populacdo das
HUVECs sobre a MEC de glioma U373. Neste experimento representado na Figura 5A, mais de
80% da populagao endotelial entrou em apoptose quando em contato com a MEC de U373; cerca de
50% em auséncia de matriz (plastico); cerca de 40%, sobre MEC de astrocitos; e cerca de 30%
sobre MEC de FGH. Utilizamos células endoteliais em presenca de peroxido de hidrogénio (50 mM

H,0,) como um controle positivo de apoptose endotelial e interno do experimento.

O método de marcagdo com AV/PI ndo distingue apoptose tardia de necrose. Neste ultimo
tipo de morte, as células também perdem a seletividade de membrana ¢ a AV pode entrar nas
células necroticas, dando um resultado de apoptose falso. Assim, a fim de confirmarmos que as
HUVECs sobre as MECs morriam por apoptose € ndo necrose, diminuimos o tempo de incubagio
de 24 horas para 18 horas para ver se a maioria da populagdo se encontrava no quadrante AV+/PI-
(o PI negativo indica que a membrana da célula endotelial ainda esta intacta e a marcacao positiva

para AV, que a fosfatidilserina esta exposta.
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Conforme mostra a Figura 5B, a maioria da populagdo esta positiva apenas para AV e ainda nio
perdeu a seletividade de membrana. Pode-se notar um padrdo gradual de incorporacao de PI, onde a

populacdo “transita” aos poucos para o quadrante da dupla marcacdo AV+/PI+.

O meio condicionado (MC) de 24 h de gliomas ou de astrécitos ndo reverte o efeito
desaderente e apoptdtico induzido pela MEC de glioma visto que as células endoteliais ainda

morrem quando cultivadas sobre tais MECs e em presenga dos respectivos MCs (Figura 6).

A apoptose endotelial poderia ser um evento particular a MEC da linhagem de glioma
humano U373 e ndo de matrizes de gliomas em geral. Assim, cultivamos as HUVECs sobre
matrizes imobilizadas de outras linhagens de glioma humano disponiveis em nosso laboratério, e
também sobre matrizes de glioma de rato (C6) e de gliosarcoma de rato (9L). A desaderéncia apos
24 horas foi sempre maior nas células endoteliais cultivadas sobre os substratos matriciais das
linhagens de glioma (Figura 7). A marcagao de AV/PI também confirmou apoptose das HUVECs
cultivadas sobre estas matrizes tumorais (Figura 8A). Cerca de 40% a 50% da populagdo endotelial
morre por apoptose sobre MEC de GBMO0202 ¢ de GBM95, respectivamente. O glioma de rato
induziu descolamento/apoptose muito semelhante aos gliomas humanos. Na Figura 8A,
representamos um experimento, mas o mesmo foi repetido trés vezes, com resultados comparaveis.

E em todos eles, a morte endotelial sobre a MEC de glioma foi muito mais pronunciada.

Ao cultivarmos as células endoteliais sobre matrizes imobilizadas de outros tumores nao-
gliais, como linhagens de carcinoma mamario (MCF7) e carcinoma uterino (U79), vimos que as
HUVECs entram em apoptose, pela marcacdo de AV/PI em andlise por FACs, numa propor¢ao
muito semelhante as MECs de gliomas (Tabela da Figura 8B). Este resultado nos mostra que a
apoptose endotelial ndo ¢ um evento induzido exclusivamente por matrizes de gliomas e sim

provavelmente mais amplo a outras matrizes tumorais.

4.4 - A apoptose endotelial também é induzida por contato célula-célula

4.4.1 - Células de glioma em cultura causam apoptose endotelial, em

sistema de co-cultura

Realizamos ensaio de co-cultura entre as células endoteliais e as células de glioma, fibroblastos ou

astrocitos, a fim de saber se o rompimento (lise) das células tumorais para obtencdo
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Figura 7. Desaderéncia das HUVECs das MECs de gliomas humanos em 24 h de cultura.
HUVECs 10*cm® células endoteliais células foram semeadas sobre MECs imobilizadas A FN
(5ug/ml) foi imobilizada por 16-18 horas nos pogos de cultura; Quantificagdo feita por contagem de
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o aspecto da monocamada endotelial apos 24 h de cultivo sobre (A) MEC A172; (B) MEC U373; (C)
MEC U87; (D) MEC GBMO0302; (E) MEC GBM0202; (F) MEC GBM95; (G) MEC astrocitoma
0201; (H) MEC 9L; (I) MEC C6; (J) MEC FGH; (K) FN e (L) gelatina + 10% SFB.
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de matrizes nativas estaria comprometendo o arranjo/composicao da matriz extracelular tumoral
resultante e, por isso, acarretando na morte das HUVECs. Para essa averiguacdo, optamos pelo
método TUNEL. Este ensaio foi realizado com as HUVECs cultivadas 24h sobre as MECs
imobilizadas, comparando-se com HUVECs cultivadas sobre células vivas (astrocitos normais de
rato, fibroblasto FGH e gliomas: U373, A172, U887, GBM95 ¢ GBM0202). A Figura 9 mostra que
praticamente ndo ha diferencas pelo método TUNEL na morte das HUVECs se o tapete sob o
endotélio ¢ apenas a matriz ou a célula viva e indica que o modelo de obtengdo de matriz por nos
adotado ndo altera a arquitetura/composi¢ao matricial. Este experimento foi feito duas vezes e estd

aqui representado um deles.

4.4.2 - Explantes de gliomas em co-cultura causam desaderéncia de células

endoteliais

Um outro tipo de co-cultura adotado foi o uso de explantes de gliomas humanos de
diferentes tipos, sobre monocamada confluente de HUVECs (Figuras 10 a 15). A desaderéncia das

células endoteliais peritumorais indica de que o contato direto com o tumor leva a anoikis.

A Figura 11 mostra a diferenciagdo tubulogénica de células endoteliais em gel de fibrina
contendo explante de GBM humano. Mais uma vez vé-se que apos 24 horas de cultivo, as células
endoteliais proximas ao tumor desaparecem. O explante pode conter milhdes/bilhdes de células
tumorais, entretanto a sua colocacao sobre a cultura endotelial ndo causa nenhum dano mecanico as

monocamada, como mostra a Figura 12.

Outros tipos de gliomas, como o oligodendroglioma, também induziram morte endotelial e
diferencia¢do angiogénica nas células mais distantes ao tumor (Figura 13). Este resultado poderia
indicar que seria o contato direto da matriz tumoral que induziria anoikis nas HUVECs. Contudo,
fatores soluveis secretados pelo explante poderiam agir nas células endoteliais mais distantes do
explante, induzindo diferenciagdo angiogénica. Este ensaio foi mantido por até 48 horas e vimos
que somente uma parte da populagdo endotelial desadere (Figura 14). A desaderéncia endotelial
causada pelo explante de oligodendroglioma pode sugerir que outros tipos de tumores gliais
também utilizam os mesmos mecanismos na interagdo com o endotélio. O explante ndo causou
qualquer alteragdo visivel na monocamada de fibroblastos humanos sugerindo uma especificidade

celular nesta desaderéncia/morte das HUVECs em até 72 horas (Figura 15).
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Figura 8. Marcacéo de anexina V-FITC e iodeto de propideo em HUVECs apds 24 h de
cultivo sobre MECs de outros tipos de glioma e de outros tumores ndo gliais. HUVECs
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Figura 9. As HUVECs entram em apoptose em contato direto com MECs
imobilizadas livre de células ou em contato direto com células de glioma (co-
cultura). 10°/cm” células endoteliais foram plaqueadas sobre MEC imobilizada ou
sobre monocamada semi-confluente de gliomas por 24 horas. Os nucleos apopoticos
foram vistos pela marcacdo por DAPI e pela técnica TUNEL e alguns exemplos deles
estdo indicados por setas. Em paralelo usamos o anticorpo contra o marcador
endotelial fator von Willebrand (fvW) a fim de identificar as células endoteliais
(células marcados em vermelho). As cabecas de setas exemplificam alguns dos nucleos
em amarelo que sdo as células endoteliais apoptdticas duplamente marcadas para fvW
(vermelho) e TUNEL (verde).
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4.5 - Investigacdo dos componentes matriciais das células envolvidas no modelo
de interacdo com as HUVECs por ELISA indireto.

A fim de conhecermos melhor a composicdo qualitativa da MEC dos gliomas, fizemos
ELISAs indiretos sobre as matrizes secretadas pelas células em estudo. Inicialmente, trabalhamos
com o fibroblasto FGH, U373 e as HUVECs, investigando se as suas matrizes continham colageno
tipo IV, colageno tipo I, colageno tipo VI, laminina (LN), trombospondina-1 (TSP-1), fibronectina
(FN) e tenascina (TN) incorporados (Figura 16). A MEC de U373 tem baixa incorporagdo de
colagenos tipo I, IV e VI . E contém laminina incorporada de maneira muito similar as MECs
adesivas porém possui, comparativamente as matrizes do fibroblasto e das proprias HUVECs,
pouquissima quantidade de FN e alta quantidade de TN. A linhagem de fibroblasto incorpora
grandes quantidades de colagenos tipo I, IV e VI, LN, FN, TSP-1 e TN. A MEC de HUVECs
apresentou alta incorporagdo de LN, TSP-1, FN e colageno tipo IV , baixa incorporagdo de

colageno I e VI e nenhuma incorporagao de TN.

Além da TN, a TSP-1 também ¢ classificada como uma proteina matricelular (portanto, de
carater desadesivo), porém parece que a sua incorporagdo ¢ alta e bastante comparavel a da matriz
de fibroblastos ¢ HUVECs. Contudo, a TN nao foi vista em matrizes de HUVECs, o que nos
sugeriu ser esta a glicoproteina matricelular que se contrabalanga a FN causando o efeito de anoikis

nas HUVECs (abordaremos esta questao na se¢ao Discussao).

Considerando que a FN ¢ um fator importantissimo para a adesdo endotelial e que a matriz
de HUVEC: ¢ totalmente desprovida de TN, a qual esta presente em quantidades consideraveis na
matriz da linhagem U373, decidimos estabelecer um método que permitisse uma analise semi-
quantitativa destes dois componentes matriciais nas matrizes nativas estudadas. Os valores de
absorbancia obtidos para as matrizes nativas imobilizadas foram convertidos em unidades
arbitrarias, conforme descrito na secdo de Métodos, para ambas as proteinas (FN e TN), de forma
que uma analise comparativa de teores pudesse ser estabelecida para cada matriz estudada. Apenas
os pontos pertencentes a por¢ao linear da curva [proteina para imobiliza¢do] X absorbancia foram
utilizados para construcdo da curva-padrdo. Para a FN, o ponto minimo desta por¢do linear foi
obtido apos sensibilizacdo dos pogos com a concentracdo de 0,052 pg/ml (considerado com 1
unidade arbitraria de FN imobilizada), enquanto o maximo foi observado com 0,826 pg/ml (ou 16

unidades arbitrarias) (Figura 17). Para a TN, os valores considerados foram de 1,25 pg/ml (gerando
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Figura 10. Explantes de GBM humano induzem anoikis das células endoteliais proximas
e diferenciacdo indicativa de tubulogénese nas células mais distantes ao tumor. O
fragmento tumoral foi repousado sobre monocamada endotelial confluente por 24 horas. (A)
Oh; (B) 6h e (C) 24h. Exp: explante de GBM. As setas indicam a area de diferenciagdo da
monocamada das HUVECs distantes ao tumor.
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Figura 11. Explante embebido em gel de fibrina induz diferenciagcdo tubulogénica das
HUVECs mais distais ao fragmento e parece induzir anoikis das células endoteliais
proximais. 20 x 10 células foram semeadas sobre gel de fibrina contendo um explante de
GBM humano e mantidas por 24 horas. As setas pretas indicam a area proxima ao tumor que
ndo contém células endoteliais por possivel indugdo de anoikis, e as setas brancas, as areas de
diferenciagdo angiogénica. Exp: explante de GBM
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Figura 12. O repouso do explante de
oligodendroglioma n&o danifica o tapete celular
endotelial. Explantes dissecados foram repousados
sobre monocamada endotelial confluente. Imagens
capturadas ap6s 1 hora da co-cultura. Montagem das
fotos feita mno programa Adobe Photoshop
(ferramenta Photomerge).
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Figura 13. Explante de oligodendroglioma induz anoikis endotelial de HUVECS
proximas e diferenciagdo angiogénica das HUVECs distais ao explante tumoral.
Explantes dissecados foram repousados sobre monocamada endotelial confluente e mantidos.
Imagens capturadas apds 24 horas da co-cultura. As setas indicam a area de diferenciacdo da
monocamada endotelial. Montagem das fotos feita no programa Adobe Photoshop (ferramenta

Photomerge).
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Figura 14. Explante de oligodendroglioma acentua a anoikis de HUVECS préximas ao
tumor apos 48 horas de cultivo. Explantes dissecados foram repousados sobre monocamada
endotelial confluente e mantidos. Imagens capturadas apds 48 horas da co-cultura. Montagem das
fotos feita no programa Adobe Photoshop (ferramenta Photomerge).

100



Figura 15. Explante do mesmo oligodendroglioma humano n&o causa anoikis na
monocamada de fibroblastos FGH. Explantes dissecados foram repousados sobre
monocamada confluente de fibroblastos e mantidos. Imagens capturadas apds 72 horas da co-
cultura. Montagem das fotos feita no programa Adobe Photoshop (ferramenta Photomerge).
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uma quantidade de proteina imobilizada considerada com 1 unidade arbitraria) e 10 pug/ml (ou 8

unidades arbitrarias).

Conforme ja evidenciado na Figura 16, dos componentes matriciais analisados, a TN foi o
unico ausente nas matrizes endoteliais. Diante de diferencas tdo importantes no contetido de TN e
de diferengas significativamente menores no conteudo de FN, na matriz da linhagem de glioma
U373 em comparagdo as matrizes de células FGH e de HUVECs, resolvemos estudar um pouco
mais nos outros gliomas a distribuicdo relativa destas duas glicoproteinas matriciais. Assim,
conforme podemos observar na Tabela 4, as matrizes secretadas por gliomas contém baixas
concentragdes de FN, sendo o GBM95 o glioma que mais incorpora esta proteina adesiva na matriz,
com 0,4 + 0,07 U.A. A incorporacdo de TN apresentou U.A. = 1,1 £ 0,035. Assim, a incorporacio
da proteina matricelular TN nesta matriz parece predominar quantitativamente sobre a incorporacao

da proteina adesiva FN.

As demais linhagens de glioma incorporam niveis muito baixos de FN em suas matrizes e
maiores niveis de TN, conforme indica a Tabela 5. A linhagem de glioma humano U373 apresentou
a menor incorporacao de FN (0,03 + 0,001 U.A.) e exibiu o mais alto valor entre os gliomas para a
incorporagdo de TN em sua matriz (2,82 + 0,02 U.A.). A TN ndo foi detectdvel na MEC de
HUVECs, enquanto o valor obtido para a FN foi de 0,56 = 0,001 U.A.

Estes dados sugerem que um balango apropriado de TN/FN poderia estar envolvido na
anoikis induzida por matrizes de tumores. Esta possibilidade ¢ corroborada pelos valores
observados nas MECs de fibroblasto de gengiva FGH. Esta linhagem possui os maiores indices de
TN, com 4,41 + 0,36 U.A. No entanto, esta linhagem possui também os maiores niveis para a

incorporagdo de FN, com 1,76 £ 0,08 U.A.

4.6 - Células endoteliais resistentes a anoikis induzida por matrizes

tumorais possuem maior capacidade proliferativa

Diversos trabalhos sugerem que a apoptose endotelial, faz parte de um mecanismo de
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Figura 16. A linhagem de glioma humano U373 incorpora pouca quantidade de FN e
alta quantidade de TN em sua matriz extracelular. Detec¢do qualitativa por ELISA
indireto de proteinas matriciais na linhagem de glioma humano U373, linhagem de fibroblasto
humano FGH e em células endoteliais primérias de veia umbilical humana (HUVECs). Os
anticorpos primdrios contra as proteinas matriciais indicados nas legendas de cada grafico
foram incubados em PBS contendo tween 20 0,05% (ver Métodos) diretamente sobre as
MECs imobilizadas obtidas por dissolugdo de monocamadas celulares com amoniaco/Triton
X-100, em PBS contendo inibidores de proteases.
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Figura 17. Padronizacdo de um método semi-quantitativo para determinacéo do contetido
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ELISA indireto de proteinas matriciais A menor concentragdo usada para sensibilizar os pogos
para a curva padrao de cada proteina e detectada pelo método para a curva-padrao foi considerado
como unidade arbitraria (U.A.) = 1 (ver Meétodos e Resultados). Os graficos representam as
curva-padrao para FN e TN (valores de absorbancia a 490 nm).
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remodelamento e estd envolvida na formacao de estruturas capilares portando uma arquitetura
adequada (Meyer et al., 1997). Considerando que nossos ensaios mostraram que uma proporcao das
células endoteliais em contato com matrizes de gliomas resistiam a anoikis observada, resolvemos
estudar se havia diferengas no padrdo proliferativo de HUVECs incubadas por 24 horas nas diversas

matrizes estudadas.

A fim de averiguar se as cé€lulas que ainda permaneciam aderidas apos as 24 horas
corresponderiam a células endoteliais mais proliferativas, realizamos dois ensaios de proliferacao.
No primeiro, recolhemos as células ainda aderidas apds 24 horas sobre as matrizes e as transferimos
para plastico em presenca de 20% de SFB. Observamos que a incorporagdo de timidina em um
pulso de 6 horas por HUVECs cultivadas em matrizes de gliomas foi seis vezes maior em
comparacdo as HUVECs cultivadas em matriz de fibroblasto (Figura 18A). Este ensaio de
proliferacdo de 24h por incorporacdo de timidina tritiada foi confirmado em outro experimento
independente através da quantificagdo do numero de células por incorporagao de MTT (Figura
18B). Este ensaio foi feito em 72 horas e o MTT (1 mg/ml) foi incubado nas amostras ¢ em uma

curva-padrdo de densidade celular nas ultimas 4 horas finais do ensaio proliferativo.

\

4.7 - Células endoteliais resistentes a anoikis induzida por matrizes

tumorais apresentam menor capacidade tubulogénica

Células endoteliais cultivadas sobre as matrizes também foram transferidas para cultivo
sobre Matrigel®, um ambiente tridimensional que favorece a tubulogénese endotelial. Neste ensaio,
observamos que embora as HUVECs cultivadas em matriz de glioma U373 proliferem mais que as
outras células endoteliais cultivadas sobre MECs mais adesivas (secretadas por FGH ou por
HUVECs), as mesmas se mostraram deficientes na capacidade de originar estruturas tubulares in

vitro (Figura 19).

A alta capacidade proliferativa e a pobre capacidade de diferenciacdo angiogénica das
células endoteliais que restaram aderidas apos 24 horas, quando cultivadas sobre a MEC de U373,
sdo tracos compativeis com a elevada densidade vascular e com a formag¢do de vasos mal

organizados encontrados na massa tumoral de um glioma in vivo.
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4.8 - O dominio EGF-like da tenascina ndo esta envolvido na adesao

inicial das células endoteliais sobre as MECs imobilizadas

Vimos na Figura 2 que as HUVECs inicialmente aderem as matrizes de gliomas, sendo a
desaderéncia um processo que apenas comega a ocorrer a partir de 4 horas de contato (Figura 3).
No intuito de avaliar se a TN estaria envolvida no processo de adesdo e na posterior desaderéncia
endotelial, pré-incubamos as matrizes nativas com um anticorpo monoclonal anti-TN (dirigido
contra o dominio N-terminal de homologia ao EGF) e cultivamos as HUVECs sobre tais substratos
por 6 horas. Nao vimos diferengas significativas na adesao endotelial em matrizes com a por¢ao
EGF-like bloqueada pelo anti-TN, ou pelo isotipo controle IgG1, em comparagdo a matriz nao
bloqueada com o anticorpo, o que indica que esta por¢cdo da proteina ndo estaria envolvida na

adesao célula-matriz inicial das células endoteliais (Figura 20).

Como em outros experimentos previamente comentados, a desaderéncia endotelial das
matrizes de glioma apds 6 horas de contato foi significativamente maior, quando comparada as
matrizes mais adesivas. No entanto, o anticorpo contra o dominio EGF-like da TN-C nao

influenciou esse descolamento.

4.9 - Células endoteliais sincronizadas na fase GO/G1 resistem mais

a anoikis induzida pela matriz de glioma

Durante o crescimento do glioma acontece uma intima associagdo das células tumorais ao
redor dos vasos sanguineos proxima a associacdo pericito-endotélio, o que chamamos também de
co-optagdo das células de glioma pelos vasos nativos (Zagzag et al., 2000). No organismo adulto
normal, o endotélio encontra-se em estado quiescente ou repouso, apresentando baixo metabolismo
e turnover lento, em até 7 anos (Risau, 1995). No entanto, sabe-se que a célula endotelial ¢ sensivel
a sinais variaveis, segundo esteja em um estado quiescente, ndo proliferativo ou em um estado dito

ativado, tipico dos processos angiogénico ¢ inflamatorio (Risau, 1995).

A fim de saber se a induc¢ao da apoptose endotelial no curso da interacdo matriz tumoral-
endotélio seria direcionada ao endotélio quiescente ou ativado, induzimos quiescéncia da
monocamada endotelial por sincronizagdo do ciclo celular em GO/G1 por privagdo de SFB por um

periodo de 18-24 horas. As células que ndo tiveram o ciclo celular sincronizado, permaneceram por

106



igual periodo de tempo em presenca de 20% de SFB (condi¢des-padrao de cultura de HUVEC:) e

sdo chamadas por nds de populacdo heterogénea.

Células endoteliais sincronizadas desaderem menos das MECs de glioma, quando
comparadas a populacdo heterogénea (Figura 21) e este efeito de manutengdo da adesdo parece,
ainda, ser especifico para as matrizes tumorais pois ndo vimos diferencas de desaderéncia na

monocamada endotelial das matrizes autdlogas e dos fibroblastos FGH.

4.10 - O dominio EGF-like da TN contribui para a baixa eficiéncia

tubulogénica das células endoteliais causada pela matriz de glioma U373.

conforme mostramos na Figura 19, HUVECs que resistiram a anoikis induzida pelas MECs
de U373 apos 24 horas nao possuem capacidade de formar corretamente estruturas tubulares em
matrigel” in vitro. Fomos averiguar o papel do dominio EGF-/ike da por¢io N-terminal da TN na

ma formacgdo de estruturas tubulares in vitro.

HUVECs semeadas sobre MEC de glioma U373, sem acesso a por¢ao EGF-like da TN (pelo
bloqueio com anticorpo), formam mais estruturas tubulares do que HUVECs que foram cultivadas
com o isotipo-controle IgG1 (Figura 22). Apesar do bloqueio do dominio N-terminal da TN
melhorar a tubulogénese da populagdo heterogénea de células endoteliais, este efeito ¢ mais
acentuado em células endoteliais sincronizadas na fase GO/G1 cultivadas em MECs de gliomas,
com duas vezes mais prolongamentos citoplasmaticos (sprouts, considerados estruturas precursoras
dos tabulos), em relagdo a populagdo heterogénea (Figuras 22 ¢ 23). A neutralizagdo deste dominio
da TN ndo surtiu efeitos na diferenciacdo angiogénica induzida por MECs autélogas e de FGH
(estas possuindo uma grande quantidade de TN), seja em células endoteliais quiscentes ou ndo, o

que sugere ainda um efeito especifico da matriz de glioma humano U373.

Este resultado sugere que a tenascina age especificamente em células endoteliais quiescentes

e tem papel direto na mé formagao da angioarquitetura em gliomas.
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Tabela 4 — Comparacéo dos teores de fibronectina e tenascina em matrizes nativas

Origem FN (U.A)) TN (U.A))
das matrizes
U373 0,03 + 0,001 2,82+ 0,02
us7 0,06 + 0,037 0,85+ 0,016
GBM95 0,4 +0,07 1,1+ 0,035
GBM0202 0,06 + 0,035 1,07+ 0,18
FGH 1,76 £ 0,08 4,41+ 0,36
HUVEC 0,56 + 0,001 zero

U.A = unidades arbitrarias, definidas conforme descrito em
Meétodos
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Figura 18. Células endoteliais resistentes a anoikis induzida pela matriz do glioma U373
possuem maior capacidade de proliferacdo. (A) Andlise da capacidade de proliferagdo de
HUVECs que estiveram em contato com diferentes MECs imobilizadas (p6s-MEC). As HUVECs
foram retiradas das MECs ap6s 24h e receberam um pulso de 6 horas de timidina tritiada. A
CPMA foi lida em cintilador e o resultado dado em valores absolutos. * p<0,05, teste t; (B) ensaio
de proliferagdo por incorporagao de MTT (1 mg/ml ), de 72 horas . A quantificacdo das células
que proliferaram foi feita com uma curva com quantidades conhecidas de células endoteliais. ***
p<0,001. Teste ANOVA, Tukey’s multiple comparison.
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Figura 19. Células endoteliais resistentes a anoikis induzida pela matriz do glioma U373 néo
estabelecem uma correta angioarquitetura. Analise da capacidade tubulogénica de HUVECs que
estiveram em contato com diferentes MECs imobilizadas. As HUVECs (2 x 10°/cm?) foram cultivadas
sobre MECs imobilizadas por 24h e entdo transferidas para Matrigel ¢ mantidas por 24 h para analise
da capacidade de diferenciagdo em estruturas tubulares. Aumento 40 x.
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Figura 20. O dominio EGF-like da TN n&o interfere na desaderéncia das HUVECs apos 6
horas de contato com as matrizes testadas. 15 x 10%cm? células foram plaqueadas sobre
matrizes imobilizadas obtidas por dissolu¢do de monocamadas celulares com amoniaco/Triton
X-100, em PBS contendo inibidores de proteases e bloqueadas por duas horas com anti-TN
(1:800) ou IgG1 (30ug/ml). As HUVECs foram incubadas por 6 horas sobre MECs bloqueadas
ou ndo com anti-TN e em seguida, tripsinizadas ¢ contadas (oito contagens para cada
condi¢do). *** p<0,001 teste ANOVA, Tukey’s multiple comparison.
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Figura 21. HUVECs em fase G0/G1 do ciclo celular permanecem aderidas a MEC de
glioma de maneira equivalente as MECs adesivas. 60 x 10* células endoteliais em paradas
na fase GO/G1 ou ndo (heterogéneas) foram plaqueadas sobre matrizes imobilizadas obtidas
por dissolugdo de monocamadas celulares com amoniaco/Triton X-100, em PBS contendo
inibidores de proteases e mantidas por 24 horas. Em seguida as células que permanceceram
aderidas foram trpsinizadas e contadas (seis contagens para cada condigdo).

* kg < 0,01, ***p< (0,001 . Andlise estatistica feita pelo ANOVA, Tukey’s multiple
comparison.
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Figura 22. O dominio EGF-like da TN influencia a capacidade tubulogénica de células
endoteliais que estdo em fase GO/G1. As HUVECs foram privadas de SFB por 24 horas e
em seguida cultivadas sobre as MECs imobilizadas previamente bloqueadas com anti-TN
(1:800), IgG1 (30 pg/ml) ou 0,1% BSA por 24h e entio transferidas para (3 x 10%/0,2cm?)
Matrigel e mantidas por mais 24 h para analise da capacidade de diferenciagcdo em estruturas
tubulares induzida pela TN matricial. (A) Contagem dos sprouts totais encontrados em todo o
poco apos fixagdo das células co glutaraldeido 1 1% por 15 minutos. (B) Imagens
representativas do periodo de 24 horas de diferenciacdo. Aumento 40 x. As condi¢des com
BSA foram excluidas na representacdo por estarem muito similares & condi¢do com o
anticorpo-controle IgG1. As setas exemplificam os sprouts.

114



300 -
250 A

200 - @ anti TN
150 O lgGl

] e n ﬂ

MEC U373 MEC FGH MEC HUVEC

Namero sprouts totais

HUVECs Heterogéneas semeadas por 24 horas
sobre matrizes e transferidas para matrigel por
mais 24h

HUVECs
heterogéneas
previamente

incubadas em:

MEC U373

MEC FGH

MEC HUVEC

i T
.:':'-ti‘!.-bff:".'\'. oY

Figura 23. O dominio EGF-like da TN influencia na capacidade tubulogénica de
células endoteliais heterogéneas. As HUVECs foram cultivadas sobre as MECs
imobilizadas previamente bloqueadas com anti-TN (1:800), IgG1 (30 pg/ml) ou 0,1% BSA
por 24h e entdo transferidas para (3 x 10%/0,2cm?) Matrigel e mantidas por 24 h para anélise
da capacidade de diferenciacdo em estruturas tubulares induzida pela TN matricial. (A)
Contagem dos sprouts totais encontrados em todo o pogo apos fixagdo das células co
glutaraldeido 1% por 15 minutos. (B) Imagens representativas do periodo de 24 horas de
diferenciagdo. Aumento 40 x. As condigdes com BSA foram excluidas na representagao por
estarem muito similares a condigdo com o anticorpo-controle IgG1.
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5 - Discussao

5.1 - Adeséo e viabilidade celular no endotélio
Nos capilares e em outros tipos de vasos sanguineos, as células endoteliais possuem
disposi¢do e funcdo que lembram um epitélio, apesar da origem embriondria ser o folheto
embrionario mesodérmico (Risau, 1995). Esta funcdo de barreira semi-permeével entre o sangue € o

tecido ¢ mantida por interagdes célula-célula e célula-matriz.

As interagdes célula-célula sdo mediadas por estruturas de moléculas adesivas
transmembranares unidas ao citoesqueleto por uma rede de proteinas citoplasmaticas caracterizando
as jungdes oclusivas (tight junctions), adesivas e comunicantes (gap junctions) (Michiels, 2003).
Além disso, interagdes adesivas também sdao formadas por caderinas que reconhecem apenas
receptores do mesmo tipo (interacdo homofilica) e sdo ancoradas por proteinas citoplasmaticas, as
cateninas, que se ligam a rede microfilamentar de actina (Michiels, 2003). Estes receptores adesivos
estdo envolvidos na permeabilidade vascular e sdo reguladas negativamente por fosforilacdo de seus
residuos citoplasmaticos de tirosina. Um dos reguladores da VE-caderina (caderina do endotélio) é
o VEGF (vascular endothelial growth factor) que reconhece o seu receptor VEGFR2 (flk-1) que,
por sua vez, induz a fosforilacdo da VE-caderina, desfazendo as adesdes intercelulares. Esta
fosforilacdo resulta em aumento de migracdo e permeabilidade vascular o que poderia ser util

durante a migracdo e alinhamento endotelial na angiogénese (Esser et al., 1998).

As interagdes célula-matriz sdo igualmente importantes na funcionalidade dos vasos. As
adesdes focais (compostas por integrinas e proteoglicanos inseridos na membrana celular que se
prendem ao citoesqueleto com a ajuda de varias proteinas citoplasmaticas) providenciam uma base
a ancoragem apropriada da célula endotelial & matriz que circunda a parede do vaso sanguineo. A
diminui¢do destas interacdes celulares também aumenta a permeabilidade endotelial no decorrer de
etapas da angiogénese, inflamacdo e do estresse mecanico — forgas de atrito ou de turbilhonamento

produzidas pelo fluxo sangiiineo (Wu, 2005).

A célula endotelial também depende da adesdo a matriz extracelular para sobreviver (Re et
al., 1994) e a desestabilizacao do contato célula-matriz parece ser suficiente para iniciar apoptose
dependente de caspases e culminar em rapida involucdo das estruturas vasculares (Meredith ef al,

1993). A adesao celular ao substrato gera repressao de fatores pré-apoptdticos que envolve diversos
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componentes: moléculas da matriz, integrinas, citoesqueleto, proteinas associadas ao citoesqueleto,
além de interagdes dos microtubulos com célcio (Michel, 2003). A adesdo a matriz extracelular
protege células endoteliais humanas (HUVECSs) da apoptose mediada por Fas/FasL, ao passo que
células mantidas em suspensdo ficaram suscetiveis a apoptose mediada por Fas (Aoudjit & Vuori,

2005).

O crescimento celular, diferenciagdo e sobrevivéncia sao resultados de sinalizagdes quimicas
e biofisicas do microambiente circundante a célula (Murphy-Ullrich, 2001). Caso a diminuigdo das
adesoes intercelulares ou adesdes a matriz da célula seja suficiente para impedi-la de interagir com
as c¢lulas vizinhas e/ou com o substrato, a célula se destaca e morre por apoptose. Este mecanismo
parece ser uma forma de prevenir que células desaderidas venham a aderir em outros
orgios/tecidos, que ndo os de sua localizacdo anatdmica e fisiologica correta, mantendo a
arquitetura e homeostase no organismo. A apoptose decorrente da desaderéncia celular ¢ chamada
de anoikis (palavra do grego que significa “sem teto, sem abrigo™). Se sinais apropriados forem
dados pela MEC as células, as mesmas organizam o citoesqueleto para a formagdo de fibras de
estresse contendo actina e adesdes focais que fazem a transducdo de sinais mecénicos e
bioquimicos. Isto configura a célula num estagio forte de adesdo (Murphy-Ullrich, 2001). Nossos
resultados indicaram que a MEC secretada pelos gliomas mostrou-se permissiva a adesdo e a
viabilidade endotelial nas primeiras duas horas de cultivo. A presenca da proteina citoplasmatica
vinculina juntamente com a formacao de fibras de estresse de actina, indicaram, portanto, um estado

de adesdo forte ao substrato.

De maneira interessante, observamos que as matrizes de glioma induzem uma alta
porcentagem de anoikis nas HUVECs apds o periodo inicial de adesao (ap6s 4 horas de cultivo),
que se caracterizou pelo completo arredondamento de células antes espalhadas e o desprendimento
das mesmas da matriz tumoral, comprovado por videomicroscopia. Sabemos que o efeito adesivo
inicial das células endoteliais sobre as matrizes de glioma ndo ¢ devido a8 MEC secretada pelas
proprias células endoteliais. Quando incubamos as HUVECs por 2 horas sobre as MECs de variadas
origens (de astrocito, fibroblasto, gliomas) ou sobre fibronectina purificada, com ou sem
ciclohexamida (10nM), um inibidor de sintese protéica, a adesdo endotelial observada foi idéntica
nas duas condi¢des (dados ndo mostrados). A matriz de tumores gliais foi suficiente para permitir a
formacdo de adesdes focais, mesmo quando as HUVECs estavam impedidas de produzir a propria
MEC. Entretanto, HUVECs em presenca de cicloheximida sobre plastico ou laminulas de vidro nao

sdo capazes de aderir sobre tais substratos em 2 horas. Isto indica que a MEC secretada pela
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HUVEC seria necessaria a adesao inicial, em condi¢des de privacao total de um substrato protéico.
Estes dados permitem ainda afirmar que, apesar da elevada taxa de desaderéncia observada com
matrizes de gliomas apds cultivos longos nestas matrizes, estes suportes contém algum teor de

proteinas com sitios adesivos para as células endoteliais.

HUVEC:s cultivadas sobre matrizes imobilizadas secretadas por outros tipos de tumores nao
neurais, como as linhagens de carcinoma de célon uterino U79 e carcinoma mamario MCF-7 e
MDA-MB-431 apresentaram também altas taxas de apoptose, com mais de 40% de anoikis, em
analise por citometria de fluxo através de marcagdes com anexina V-FITC (AV-FITC) e iodeto de
propideo. Estes dados podem indicar que tipos diferentes de tumores podem usar mecanismos
similares na interacdo com o endotélio, incluindo indugdo de apoptose endotelial inicial. Sabemos
que as HUVECs, provenientes de veia umbilical humana, ndo possuem a diferenciagdo em barreira
hematoencefalica como as células endoteliais nativas do cérebro. Contudo, esta anoikis endotelial
sobre MECs de tumores nao neurais, comparavel a encontrada no cultivo das HUVECs sobre
matrizes de gliomas, nos indica que as especializagdes adquiridas pelo endotélio do sistema nervoso

ndo estdo envolvidas na acentuada desaderéncia das matrizes.

As MECs imobilizadas livre de células sdo obtidas por rompimento da monocamada de
células em confluéncia, através de tampao amoniaco contendo Triton X-100 e inibidores de
proteases. Entretanto, sabemos que algumas proteinas matriciais, como a FN por exemplo, sao
dependentes de integrinas/células para polimerizarem (Sottile & Hocking, 2002). A fim de
sabermos se a destruicdo da monocamada que origina as MECs imobilizadas estaria
comprometendo a estrutura, arranjo e/ou interagdes entre as proteinas matriciais realizamos ensaios
de contato direto com células endoteliais sobre células de glioma (A172, U87, U373, GBM9S5 ¢
GBMO0202), astrocitos e fibroblastos (co-cultura). A porcentagem de apoptose das células
endoteliais em co-cultura foi muito similar & morte endotelial em MECs imobilizadas. Ensaios de
co-cultura com HUVECs em monocamada fixada também gerou resultados muito similares a co-
cultura com células vivas (resultados ndo mostrados). Estes resultados indicam que a técnica que
utilizamos para a obtengdo das MECs ¢ eficaz para o nosso modelo de interacdo de MEC de glioma
com células endoteliais e o arranjo protéico possivelmente perdido na lise celular ndo influi na

apoptose endotelial.

A importancia do contato fisico com astrécitos normais ¢ ndo de fatores soluveis na

diferenciacdo endotelial foi demonstrada anteriormente. Os astrocitos possuem papel na
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vascularizagdo do cérebro e retina. O contato fisico entre astrdcitos corticais de ratos neonatos e
células endoteliais de retina bovina (BRE) parece liberar fatores soliveis pro-angiogénicos que
induzem o alinhamento das células endoteliais em estruturas tipo-capilares e inibem a proliferacao
endotelial. O efeito tubulogénico foi reproduzido com meio condicionado (MC) desta co-cultura,
entretanto, nao foi conseguido com MC de astrocitos (Jiang et al., 1995). Um efeito angiostatico do
MC foi relacionado a secre¢do do TGF-B (Behazadian et al., 1995). Contudo, parece que em
gliomas C6 somente o contato direto entre os dois tipos celulares induz diferenciagdo endotelial,
sem qualquer efeito tubulogénico com o MC da co-cultura (Laterra et al., 1990). A inducdo da
tubulogénese neste modelo pareceu ser dependente de indugdo de transcri¢do e sintese protéica, ao
contrario da diferenciagdio em estruturas tipo-capilares observada em Matrigel® (Laterra &
Goldstein, 1991), sugerindo um efeito angiogénico especifico pelo glioma. Estes dados, ainda que
contraditérios em alguns aspectos, indicam uma participagdo dos astrocitos normais na manutencao
dos vasos cerebrais. Os astrocitos parecem ser os responsaveis, no tecido nervoso normal, pela
aquisicdo de caracteristicas fenotipicas especificas pelas células endoteliais em barreira
hematoencefalica. A co-cultura de HUVECs com astrocitos de rato induziu a expressao nas células
endoteliais de marcadores de barreira hematoencefalica, como y-GTP (y-glutamiltranspeptidase),
transportador de glicose GLUT-1, jung¢des oclusivas e aumento do nimero de mitocondrias
(Hayashi et al., 1997). Nos sistemas de co-cultura utilizados neste trabalho, as células endoteliais
foram colocadas em contato com matriz secretada, fatores membranares e com fatores soluveis
secretados constitutivamente pela monocamada de glioma, astrécito ou fibroblasto. Contudo, estes
fatores soluveis nao resgataram as HUVECs da apoptose. Estes resultados ajudaram a corroborar a
ineficiéncia de fatores soliveis em reverter a inducdo de apoptose das HUVECs observada na
citometria, com marcagdes de AV-FITC e PI. As HUVECs, quando cultivadas sobre MECs
imobilizadas continuaram a morrer mesmo em presenga de meios condicionados (MCs), sejam de

astrocitos ou de gliomas.

Um outro sistema de co-cultura abordado por no6s foi o uso de explantes tumorais humanos
sobre monocamada confluente de HUVEC:sS, feitos sobre laminulas ou em modelos angiogénicos em
gel tridimensional de fibrina. Esta co-cultura também levou ao desaparecimento das células
endoteliais proximas a massa tumoral. Contudo, houve diferenciagdo da porcdo da monocamada
endotelial mais distante ao explante. Isto sugere que os fatores soluveis secretados pelo glioma nao
revertem o efeito de desaderéncia endotelial, entretanto, podem agir na indugdo angiogénica das

células que ndo receberam o sinal de anoikis.
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5.2 - Apoptose endotelial no curso da angiogénese
A eliminagdo de células por apoptose ¢ um evento fundamental no desenvolvimento, através
do qual os organismos multicelulares regulam numeros de células ou eliminam as que sdo
funcionalmente redundantes ou potencialmente prejudiciais ao organismo (Twomey & McCarthy,
2005). Em organismos adultos, a apoptose também ¢ util no remodelamento tecidual e reparo de
injarias permitindo a elimina¢do de populagdes inteiras sem dano tecidual ou resposta inflamatoria

(Greenhalgh, 1998).

No campo de estudo da angiogénese, principalmente da angiogénese tumoral, as pesquisas
tem possuido como paradigma dominante a inducdo da morte endotelial como estratégia anti-
tumoral indireta, visando o desenvolvimento de terapias anti-angiogénicas. Apesar de atualmente o
uso terapéutico da angiogénese também contemplar sua induc¢do, em tecidos lesionados por
isquemias, o grande desenvolvimento nos estudos sobre este evento se deu pela possibilidade, hoje
largamente aceita, de se interromper o crescimento tumoral através da inducao do colapso de sua

rede de vascularizagdo (SoRelle, 1998).

No entanto, trabalhos recentes sugerem a existéncia de um papel para a apoptose endotelial
na constru¢do da rede vascular. Na embriogénese de camundongos, a apoptose ¢ imprescindivel a
formag¢do da microcirculagdo, porém parece ser dispensavel ao desenvolvimento dos vasos de
grande calibre (Duval ef al., 2007). A apoptose endotelial nos embrides de idades gestacionais ES,5,
E10,5, E12,5 e E14,5 foi confirmada por dupla marcagdo com CD31 e caspase 3 e acompanhada de
observacao da morfologia apoptdtica classica, como a presenca de nucleo picnotico. Contudo, os
autores levantaram a possibilidade das células endoteliais apoptdticas poderem se desprender dos
vasos e se perderem no fluxo sanguineo, subestimando a quantificacdo do endotélio apoptdtico.
Assim, os autores utilizaram videomiscroscopia para observagdo de HUVECs semeadas sobre gel
de lamina basal, privadas de SFB, em presenca de anexina V-FITC e PI, em sistema de fluxo e
pressdo constante sobre as células. A anoikis envolvida na formacao dos vasos foi confirmada, pois
68% destas HUVECs que se desprenderam do matrigel estavam AV positiva porém ainda PI
negativas, o que mostrava que ja haviam recebido o sinal de apoptose, embora ainda tivessem
integridade da membrana plasmatica. A geragdo de embrides transgénicos para expressar a proteina

anti-apoptotica Bcl-2 levou a letalidade dos embrides na segunda fase gestacional, devido a ma
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formagdes capilares, resultando em oOrgaos pouco desenvolvidos e também em ma formacao

cardiaca (Duval et al., 2007).

Em outro trabalho, células endoteliais apoptdticas foram encontradas nas areas de
ramificagdo vascular e nos lumens dos capilares em formacdo durante a vasculogénese e
angiogénese da placenta de ratos, mas nenhuma célula apoptotica foi encontrada nas ilhas de
hemangioblastos (Tertemiz et al., 2005). Uma porcentagem significativamente menor de células
endoteliais apoptoticas foi encontrada nos vasos mais maduros, o que sugere que a apoptose esteja
envolvida no estabelecimento da rede vascular, porém, numa determinada janela temporal da

diferenciagdo endotelial.

A importancia da apoptose para a angiogénese foi ainda sugerida por outro estudo, no qual a
adi¢do de inibidores de caspases a HUVECs em Matrigel® inibiu a formagdo de estruturas tubulares
mesmo em presenca de VEGF. A apoptose acontecia antes da reorganizacao das células endoteliais
e sua inibi¢do impedia o alinhamento correto da angioarquitetura sem, no entanto, alterar a
migracao ou a proliferagdo celular (Segura et al., 2002). Neste estudo vemos ainda que etapas da
angiogénese como alinhamento, migragdo e proliferagdo podem ser regulados independentemente.
Experimentos comparaveis foram feitos com células de melanoma em Matrigel® e a apoptose
também pareceu crucial para a organizacdo em estruturas tubulares em células de melanoma
simulando o mimetismo vascular (a formagao de estruturas tubulares por células tumorais € nao
pelo endotélio propriamente dito). Conforme demonstrado por Segura e colegas (2002), a apoptose
e a tubulogénese também foram bloqueadas por inibidores de caspases. E ainda, a apoptose pareceu
ser crucial antes do aparecimento das estruturas capilares sem nenhuma influéncia apds a sua

formacgao (Vartanian et al., 2007).

No caso especifico dos gliomas, a apoptose endotelial também ja foi proposta como uma
etapa que antecederia a formagdo de capilares no crescimento e evolugcdo dos GBM in vivo, ou seja,
que antecederia a fase angiogénica do tumor (Zagzag et al, 2000). A inje¢do de células de glioma
em encéfalos de camundongo mostrou que as células tumorais se organizaram e proliferaram ao
redor dos vasos nativos cerebrais (co-optagdo). Células de glioma posicionadas perivascularmente
induzem a apoptose dos pericitos e desestruturam os pés vasculares astrocitarios dos vasos, que tém
sua lamina basal extremamente diminuida em espessura. As células endoteliais se destacam da
parede do vaso e entram em apoptose, causando uma involu¢do dos vasos (regressao vascular) que

resulta em focos multiplos de necrose das células tumorais, dependentes dos mesmos. A
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angiopoietina-2 (Ang-2), um antagonista do fator de sobrevivéncia e quiescéncia endotelial
angiopoietina-1, ¢ expressa somente pelos vasos circundados pelo tumor e parece ter relagdo com a
indugdo de apoptose e regressdo vascular (Zagzag et al., 2000). O glioma seria, portanto,
inicialmente, um tumor nao-angiogénico. Contudo, a regressdo vascular descrita acima geraria
hipoxia local, o que induziria a secre¢do de VEGF e conseqiiente a neovascularizagdo do tecido

tumoral, de forma vigorosa (fase angiogénica da progressao tumoral).

E importante ressaltar que a co-optagdo de vasos nativos por gliomas e a injuria vascular
dela decorrente nao foi observada somente em modelos murinos, tendo sido também observada em
gliomas humanos. Num estudo feito por microscopia eletronica de transmissdo com 25
astrocitomas, danos também foram vistos nos vasos sanguineos co-optados pelas células tumorais
que os circundavam totalmente, pericitos apresentando edema e material fagocitado, as células
endoteliais apresentaram edema e sinais variados de morte celular. Os astrécitos perivasculares
mostraram sinais de oncose ¢ necrose (Arismendi-Morillo & Castellano, 2005). Nossas primeiras
observagoes sobre a morte endotelial induzida pela matriz secretada pelo astrocitoma U373 datam
da época da publicacdo do estudo de Zagzag et al (2000), no qual ficava evidente que o(s)
mecanismo(s) da morte endotelial causada pela co-optacdo de vasos nativos pelo glioma eram ainda

desconhecidos.

Estes trabalhos recentes mostram a apoptose endotelial como essencial ao estabelecimento
de uma angioarquitetura apropriada nos sitios de angiogénese. Nossos dados mostram que as
HUVECs morrem por apoptose ao perderem o espalhamento, arredondarem-se e desaderirem das
MEC:s secretadas pelo glioma. Houve apoptose em MECs autologas, de fibroblasto, de astrocitos,
fibronectina ¢ em auséncia de MEC (plastico ou laminulas), porém as taxas de mortalidade
endotelial foram sempre abaixo das encontradas nas interagdes com a MEC de gliomas, o que nos
sugere um papel ativo de componentes das matrizes tumorais na aderéncia e posterior desaderéncia

endotelial.

5.3 - Relevancia da composi¢cao da MEC de gliomas na interacdo com
células endoteliais

Estas observacdes acima, nos levaram a analisar em maior detalhe a composi¢cdo da matriz
de linhagens de gliomas, em comparagdo com matrizes que se mostraram mais eficazes para a

adesdo das células endoteliais. A MEC pode, através da ligagdo e ativacdo de integrinas, sinalizar

122



prolifera¢do, migracao e sobrevivéncia, e tanto as células tumorais como as endoteliais podem
responder aos sinais vindos do microambiente que as circunda. Ao analisarmos a composi¢ao de
varias proteinas adesivas e desadesivas das MECs secretadas pelas células em estudo neste trabalho,
como colagenos tipo I, IV e VI, laminina (LN), fibronectina (FN), trombospondina-1 (TSP-1) e
tenascina (TN), vimos que HUVECs e U373 incorporam em suas MECs quantidades similares de
colageno tipo I e VI e a U373, menor quantidade de coldgeno tipo IV, tipico de membrana basal,
em comparacdo as matrizes adesivas. A incorpora¢do de laminina e TSP-1 foi alta nas trés matrizes
investigadas. Contudo, HUVECs ndo secretam TN, porém incorporam grande quantidade de FN; ao
contrario, a linhagem U373 incorpora alta quantidade de TN porém incorpora pequenas quantidades

de FN matricial; a linhagem de fibroblasto FGH incorpora altas taxas de ambas as glicoproteinas.

A MEC secretada por gliomas difere qualitativa e quantitativamente da MEC do cérebro
adulto normal (Ruoslahti, 1999; Castellani et al., 2002; Bellail et al., 2004). No cérebro normal, o
glicosaminoglicano 4cido hialurénico (AH) é o componente majoritario da MEC, garantindo assim
o influxo osmoético de agua. Além do AH, sdo encontrados proteoglicanos da familia lectican
(agrecan, versican, brevican) entre outros proteoglicanos cujo nimero ja chega a 25, segundo
estimativas recentes (Bellail et al, 2004). Glicoproteinas como SPARC, trombospondina-1 (TSP-1)
e tenascina-C (TN-C) podem ser expressas em localiza¢des especificas do cérebro adulto normal,
enquanto componentes como coldgenos fibrosos, laminina e fibronectina estdo limitadas a areas

vasculares e perivasculares no cérebro (Gladson, 1999).

Nos tumores cerebrais primarios, o AH e diversos outros componentes, t€m sua expressao
aumentada, tanto no estroma tumoral quanto nas bordas da lesdo (Bellail et al, 2004). TN-C, TSP-1
e SPARC se tornam mais expressos na parede vascular e nos tecidos circundantes dos vasos
(Higuchi et al, 1993; Zagzag et al, 1995, 1996; Sage, 1997), sugerindo um papel destas proteinas na
angiogénese destes tumores. No caso da TN-C, sua expressdo aumenta com a gradagdo do tumor e
sua expressdo se correlaciona inversamente com a expressao da fibronectina (FN). In vitro, além
destes componentes, foi observado que células de glioma cultivadas também sdo capazes de
produzir laminina e coladgenos tipos I, III, IV e V (Rucklidge et al, 1989; Tysnes et al 1999; Bellail
et al, 2004). No entanto, nenhum depdsito destas glicoproteinas foi evidenciado em amostras de
tecido tumoral in situ, levando a consideragdo de que as condigdes de secrecao in vitro ndo devam
refletir a situagdo in vivo. Na verdade, de todos os componentes aqui enumerados, a TN-C ¢ o tnico
consistentemente identificado em depdsitos nos espacos intercelulares de gliomas (Zamecnick,

2005). Desta maneira, considerando nossos dados comparativos iniciais, a expressao dos
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componentes matriciais pesquisados nao parece discrepante em relacdo aos dados disponiveis na

literatura.

Ao analisarmos a Tabela 4, tivemos nossa atencao voltada particularmente para os niveis de
TN-C nas matrizes examinadas, tendo em vista que esta glicoproteina esta totalmente ausente das
matrizes secretadas por HUVECs, nas condigdes de nossos ensaios. Conforme ja abordado na
Introdugdo desta tese, a TN-C faz parte do grupo das proteinas matricelulares, que sdo componentes
portadores de atividades anti-adesivas na matriz extracelular. Este grupo, que inclui também a TSP-
1 e a SPARC, principalmente, esta envolvido na inducdo do chamado estado intermediario de
adesdo (Murphy-Ullrich, 2001). Neste estado, as células exibem ancoragem suficiente para
manutencdo da viabilidade - evitando assim a anoikis — porém resguardam sua capacidade
proliferativa e de migracdo celular. Nos casos mais bem estudados, como o da propria TN-C e da
TSP-1, este efeito ¢ em geral obtido através de um antagonismo as propriedades fortemente
adesivas da FN. A inspecdo da Tabela 4 permitiu verificar que 3 dos 4 gliomas analisados possuem
uma grande quantidade de TN em suas matrizes, em relagdo as quantidades de FN, em
concordancia com os trabalhos de outros autores (Bellail et al, 2004). A matriz de fibroblasto FGH,
que foi muito eficaz na adesdo de HUVECsS, apesar dos elevados niveis de TN, contém também os
mais elevados contetdos de FN, dentre todas as matrizes utilizadas neste estudo. Estes dados
sugerem a existéncia de um intrincado equilibrio entre os contetdos de glicoproteinas pré- e anti-

adesivas, que devem influenciar o comportamento das células em contato com as matrizes tumorais.

5.4 Influéncia do glioma no comportamento de células endoteliais
A capacidade de proliferar e de formar estruturas com limen (tubulogénese) ¢ caracteristica

essencial de células endoteliais comprometidas com o processo angiogénico. Nos nossos ensaios de
contato de HUVECs com matrizes tumorais, foi observado com grande reprodutibilidade que, lado
a lado com as elevadas taxas de anoikis — que variaram entre 50 e 80 % , sendo estas sempre as
maiores obtidas, em comparagdo com matrizes de quaisquer outras origens, no mesmo ensaio — uma
parcela ndo negligenciavel das células endoteliais sobrevivia a este contato e se mantinha aderida a
matriz do glioma U373. Este fato sugeriu a co-existéncia de pelo menos duas sub-populacdes

endoteliais, diferencialmente susceptiveis ao processo de anoikis.

Sabe-se que, sob diversos aspectos, a angiogénese associada aos gliomas transcorre com um

desequilibrio de diversas atividades associadas ao processo, como o excesso de estimulo
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proliferativo e migratorio dependente de VEGF, ou com falhas no mecanismo de recrutamento de
pericitos, levando ndo raro a formagao de vasos defeituosos, tortuosos ou pouco funcionais (Munn,
2003). Com base nestes fatos, especulamos se as matrizes secretadas por gliomas poderiam intervir
na delicada regulacdo entre a indug¢do de apoptose e a angiogénese no estabelecimento da rede
vascular de sua massa tumoral, aumentando a anoikis endotelial, levando assim a uma sele¢do das
células endoteliais mais resistentes a apoptose. Khodarev e colegas (2004) demonstraram que
HUVECs co-cultivadas com células de glioma U87-GFP+ apresentaram maior resisténcia a
apoptose induzida por radiagdo, com acimulo de RNAs (e sua expressdo) para moléculas de adesao
(subunidades de integrinas o, o, B1) € proteinas regulatorias do ciclo celular (ciclina A, ATM) e
de reparo de DNA (RADS51), sugerindo que as células tumorais modificam o padrio transcricional
das células endoteliais, incluindo genes que participam da resposta a estresse genotoxico. Células
que cresceriam no microambiente tumoral podem ainda desenvolver resisténcia aos tratamentos
citotoxicos (Brown et al., 2004). Charalambous et al (2005) efetivamente constataram que células

endoteliais derivadas de gliomas sofrem menos apoptose apds privagdo de soro in vitro.

Além disso, se pensarmos que a massa tumoral pode ser considerada como um ambiente hostil
para células ndo-transformadas, com excesso de células em proliferacdo, pouco espago, competicao
por nutrientes limitados e excre¢do de metabdlitos em excesso, podemos questionar se durante a
progressao do glioma, a injuria dos vasos quiescentes ndo poderia também resultar em uma selegao
positiva de células endoteliais com maior potencial proliferativo, fato que seria condizente com as
altas taxas proliferativas das células endoteliais nos vasos do glioma, in vivo (Plate & Risau, 1995).
Com base nesta hipdtese, pudemos constatar que as células endoteliais que se mantiveram aderidas
por 24 horas na MEC da linhagem de glioma U373 e que sobreviveram, quando mantidas em 20%
de SFB por mais 24 horas, proliferam cerca de 3 vezes mais que as células endoteliais pré-
incubadas com MEC de propriedades mais adesivas (fibroblasto e autdlogas). Estes dados estao em
concordancia com outros trabalhos, nos quais foi observado que células endoteliais de tumores
gliais proliferam mais do que células endoteliais de tecidos normais (Bussolati et al, 2003;

Denckamp, 1984; Miebach et al, 2006).

Khodarev e colegas (2003) mostraram que, quando co-cultivadas com células de linhagem de
glioma humano U87-GFP+, HUVECs adquirem um fendtipo ativado e se tornam mais migratorias,
proliferativas, formando melhor as estruturas tubulares in vitro. Contudo, nossos resultados
indicaram este mesmo tipo de célula endotelial, apos passar 24 horas aderidas em MECs de glioma,

apesar de altamente proliferativas, foram incapazes de adequadamente fazer tubulogénese em
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Matrigel®. Ao contrario, as HUVECs transferidas de MECs adesivas e que sio menos
proliferativas, conseguem estabelecer correto alinhamento e formacgao de uma grande quantidade de
prolongamentos — ou sprouts. No entanto, deve ser ressaltado que no trabalho de Khodarev et al
(2003), o efeito tubulogénico foi observado em auséncia de contato fisico, seja das células
endoteliais com células de glioma, seja com a matriz destas ultimas, sendo que os filtros de co-
cultura utilizados apenas permitiam a passagem de macromoléculas (0,4 um de porosidade). Em
outro estudo, células endoteliais diretamente retiradas de glioma humano (GDMEC) e cultivadas in
vitro sao mais proliferativas e formam melhor as estruturas tubulares que HUVECs (Bian ef al.,
2006), em presenca do fator angiogénico VEGF. Ainda que as diferencas entre HUVECsS e células
diretamente extraidas do tecido tumoral, ou de varia¢des de certos detalhes do protocolo in vitro
possam ser responsaveis por algumas das discrepancias detectadas entre os ensaios - incluindo os
nossos - ndo podemos ignorar a grande diferenca da modulacdo exercida pelas diferentes matrizes
na proliferacdo e na tubulogénese das HUVECs, que sdo células endoteliais tipicas, funcionais e

portadoras de todos os marcadores endoteliais caracteristicos do endotélio adulto.

Assim, pudemos verificar que a sub-populagao endotelial que resiste a anoikis em matriz do
glioma U373 possui uma capacidade proliferativa aumentada, o que teoricamente seria compativel
com uma densidade endotelial aumentada nos tumores, ao lado de uma incapacidade em se
diferenciar em estruturas tubulares. Este fendtipo alterado seria, a nosso ver, plenamente
concordante com as caracteristicas vasculares dos gliomas de grau elevado, que apresentam uma
grande quantidade de vasos compondo uma rede vascular cadtica e sub-funcional (Munn, 2003). O
endotélio tumoral ¢ frouxo, dilatado, tortuoso e parece estabelecer interconexdes ao acaso. A
morfologia destas células endoteliais também ¢ aberrante, a membrana basal ¢ irregular (grossa em
alguns pontos e ausente, em outros) e os pericitos estdo fracamente associados a parede dos
capilares ou mesmo ausentes (Vajkoczy & Menger, 2004; Bart et al., 2000; Raza et al., 2002;
Munn, 2003).

Da mesma maneira que células endoteliais respondem de forma varidvel a fatores soliveis
dependendo da fase do ciclo celular em que se encontram (Hulleman & Boonstra, 2000), seria
coerente pensarmos que as fases do ciclo também influenciem as respostas celulares a fatores
imobilizados, presentes na matriz extracelular, uma vez que nem todas as células endoteliais que
desaderiram num periodo de 24 horas. Na verdade, nossos dados (ndo mostrados) mostraram que
estas apresentavam ainda fibras de estresse ¢ marcagdo positiva para vinculina. Questionamos

entdo, se a fase do ciclo celular das HUVECs poderia influenciar na desaderéncia das matrizes de
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gliomas. Vimos que HUVECs sincronizadas na fase GO/G1 por privagao de soro permanceram mais
aderidas a matriz de glioma apds 24 horas, do que HUVECs que ndo passaram por sincronizacao -
mantidas continuamente em 20% de soro. O nimero de células em GO0/G1 aderidas a MEC de
glioma foi igual ao nimero visto nas matrizes mais adesivas (p>0.05). Este resultado nos sugere que
as células endoteliais em fase S ou G2/M que estariam sujeitas a anoikis e que este ¢ um efeito
exclusivo da matriz tumoral, pois as HUVECs aderem igualmente nas MECs autologas ou de

fibroblastos, independentemente de terem sofrido sincronizagdo na fase GO/G1.

A abordagem experimental de se trabalhar com popula¢des ndo-sincronizadas ndo deve ser
encarada como uma condicdo ndo fisioldgica. Inicialmente, ainda que a meia-vida de células
endoteliais no organismo seja medida em anos (entre 4 ¢ 10 anos, segundo diferentes estudos), nao
seria logico supor que todas as células endoteliais se renovam em uma curta janela temporal, todas
ao mesmo tempo. Obviamente, tal turnover deve se dar gradativamente, o que leva a conclusdo de
que populagdes em diferentes fases do ciclo celular co-existem no leito vascular. Além disso,
durante o processo angiogénico em particular, sabemos que ha realmente uma heterogeneidade
celular na populagdo de células endoteliais, e cada subpopulagdo tem uma participagao diferente no
processo angiogénico, envolvendo migragdo, proliferacdo, anoikis e tubulogénese, segundo
observacdes morfologicas in situ que comprovaram a existéncia de figuras celulares variadas —
mitoticas, pavimentosas, fibroblastdides ou apoptoticas - na estrutura vascular em formacgao (Meyer
et al., 1997). Neste trabalho, experimentos feitos com HUVECs cultivadas em gel de colageno em
presenca de ester de forbol miristato (PMA) e anti-integrina o,f3; (permite maior mobilidade no gel
ao interagir menos com o colageno gelificado), mostraram que ha pelo menos trés subpopulagdes de
células endoteliais envolvidas na formacdo das estruturas tipo-capilares in vitro. Inicialmente,
células migratorias com caracteristicas fagociticas (lisossomos primarios e secunddrios) “cavariam”
tuneis na matriz de coldgeno estabelecendo a trilha para a migracdo da segunda sub-populagdo
endotelial. Esta seria caracterizada por grande nimero de vactolos intracelulares que coalescem nos
espacos intercelulares e originam o limen vascular primitivo (o limen que se estende ao longo de
varias células). O espaco intercelular ¢ remodelado posteriormente pela fusdo desses vactiolos com
a membrana plasmatica. Esta populag@o vacuolitica a0 migrar para o alinhamento e a formagdo de
limen englobava as células fagociticas que, impedidas de interagir com a matriz de colageno,
morreram por anoikis. Por fim, a terceira sub-populagdo ¢ adicionada aos tubos capilares
aumentando-os em comprimento. Nao houve indicios de proliferacdo endotelial nesse modelo, fato

que sugere ainda que proliferacdo (considerado aqui como tendo a fungdo de aumentar a massa
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endotelial para o processo angiogénico) e tubulogénese (processo de “constru¢cdo” do tubo vascular
a partir das células endoteliais geradas pela proliferacdo estimulada por fatores angiogénicos),
configuram dois eventos distintos da angiogénese, submetidos a regulacdes especificas (Ilan et al,

1998).

Conforme ficou evidente na comparagao do perfil de componentes matriciais secretados pela
linhagem de glioma U373, os niveis de TN-C sao mais de 80 vezes superiores aos niveis de FN,
uma propor¢do qualitativamente inversa a detectada na matriz endotelial, rica em FN e desprovida
de TN-C. Em gliomas, a expressdo de TN-C aumenta cerca de 4 vezes mais em relagdo ao cérebro
normal e parece favorecer a migragdo celular e fosforilagdo de FAK (focal adhesion kinase), vista
nas células da borda migratéria na massa tumoral e ¢ uma das primeiras proteinas a ser fosforilada
apOs ativagao de integrinas (Zagzag et al., 2002). A TN-C parece influenciar também a proliferagao
de células tumorais, inclusive gliomas (Chiquet-Ehrismann & Tucker, 2004). A expressdo de TN-C
aumenta com a malignidade e estd correlacionada ao baixo prognostico de vida do paciente (Leins

et al., 2003).

O balanco de TN/FN foi relacionado também a proliferagdo celular de gliomas, de maneira
muito semelhante ao que acontece no remodelamento em tecidos conjuntivos. Quando a TN e FN
sdo imobilizadas em plastico, a TN-C se liga a FN pela repeti¢ao III-13 n3o permitindo que esta
ultima se ligue e ative o co-receptor na membrana celular, o proteoglicano contendo heparan
sulfatos, sindecan-4. Esta competicdo TN/FN resultaria em desestabilizagdo de contatos focais,
menor espalhamento celular e aumento na proliferacdo de células tumorais de glioma humano

T98G e de carcinoma de mama MDA-MB435 (Huang et al., 2001).

Fibroblastos semeados em suportes de TN purificada t€ém seu ciclo celular inibido por
reducdo da atividade de cdk2 — importante para entrada na fase S - via a¢do de CKls (inibidores de
ciclinas). Em substratos mistos de TN/FN, também ha diminui¢do de cdk2, porém, de maneira
independente de CKIs (Orend ef al., 2003). A repressdo da cdk2 pela TN/FN envolve o sindecan-4,
visto que a superexpressao deste proteoglicano membranar restabelece a proliferacao celular. O
efeito da TN nos fibroblastos ¢, portanto, o de bloquear a progressao do ciclo celular, causando a
parada (arrest) na fase GO/G1. Ja em células tumorais, a TN-C tem efeito indutor da proliferacao e
ndo causa repressdo de cdk2, inclusive em gliomas. Parece que células tumorais tornaram-se
independentes do controle do ciclo celular pela adesdo ao aumentaram a expressao de ciclinas e

cdks (Orend et al., 2003).
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Diante dessas evidéncias de outros trabalhos, fica claro o envolvimento da TN-C na
modulagdo das propriedades adesivas da FN e o potencial desta glicoproteina matricelular em
regular a proliferacdo e as etapas do ciclo celular, em células de tumores e em fibroblastos. Dados
experimentais que detalhem estes aspectos no ambito das células endoteliais sdo praticamente
inexistentes. Desta maneira, nos interessamos em verificar se anticorpos anti-TN eram capazes de

interferir nos eventos endoteliais que estudamos neste trabalho.

5.5. O envolvimento da TN-C na eficiéncia tubulogénica

Pudemos dispor de um anticorpo monoclonal dirigido contra o dominio N-terminal da
proteina (de homologia ao EGF), altamente conservado nas varias isoformas de TN. Alguns autores
mostraram que, apesar de ser chamado de por¢do ndo-adesiva da TN-C, o dominio EGF-/ike desta
glicoproteina mostrou ser um 6timo substrato permissivo ao crescimento de neuritos, comparavel a
laminina (Fischer et al, 1997). Este dominio induziu ainda, a adesdo e espalhamento de
fibroblastos. A proteina recombinante TN-C/EGF" (faltando a por¢do EGF-like) inibiu em 50% a
adesdo dos fibroblastos a FN, mais que os dominios conhecidos como adesivos da molécula, o
dominio fibrinogénio globular e as repeti¢des tipo III da FN da TN-C. Em nossos ensaios, o
bloqueio da por¢ao EGF-like da TN ndo interferiu na desaderéncia endotelial observada a partir de
4 horas de cultivo, sugerindo que esta por¢do da TN ndo estaria envolvida no reconhecimento
inicial da TN pelas HUVECs, além de também sugerir que também nao esteja, por isso, envolvida
na sinalizagdo de apoptose endotelial na MEC de glioma. Além disso, pudemos observar que o
efeito da matriz de U373 na desaderéncia de células endoteliais ¢ abolido pela sincronizagdo em
GO0/G1, fato que sugere que as competéncias adesivas das células nesta fase do ciclo as permitem
reconhecer e aderir de maneira estdvel na matriz tumoral. Uma hipotese para explicar esta diferenca
entre as duas populagdes endoteliais comparadas (sincronizadas e ndo sincronizadas/heterogéneas),
seria uma menor expressao de receptores de adesdo em células ja comprometidas com a replicagdo
celular, o que levaria a possibilidade da anoikis ser decorrente mais de uma limitacdo adesiva de

células endoteliais em fases S/G2/M, do que da composi¢ao da matriz do glioma.

No entanto, o resultado obtido com o anticorpo anti-TN ndo seria suficiente, até o0 momento,
para se excluir totalmente um papel da TN na indu¢do na anoikis endotelial e nos demais eventos
celulares relacionados a angiogénese aqui estudados, uma vez que outros dominios estruturais da

proteina, ndo reconhecidos pelo anticorpo, poderiam estar envolvidos. Nos testamos ainda a
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capacidade deste anticorpo interferir nos efeitos da matriz do glioma na tubulogénese. Nossos
resultados mostraram que o dominio EGF-like da por¢cao N-terminal da TN-C estd envolvido na
sinalizacdo que leva a ma organizacao em estruturas tipo-capilares das células endoteliais em matriz
de glioma. O bloqueio desta regido da TN-C das matrizes secretadas pelo glioma restabeleceu uma

melhor qualidade das estruturas tubulares in vitro.

Apesar das varias questdes ainda em aberto, os dados aqui apresentados apontam claramente
para um papel da TN de origem tumoral no processo angiogénico, um fato ja relatado por outros
autores, mas cujos mecanismos subjacentes continuam inexplicados. A tenascina C ¢
predominantemente encontrada ao redor dos vasos recém-formados de gliomas (Kim et al., 2000;
Rascher et al., 2002; Leins et al., 2003; Wang et al, 2005; Behrem et al., 2005). Em modelos de
transmigracdo in vitro, foi sugerido um papel para a TN-C na contribui¢do angiogénica, uma vez
que células de glioma U251 migram e aderem melhor sobre FN, ao passo que células endoteliais de

retina bovina (BRE) e HUVECs migram melhor sobre a TN-C (Zagzag et al., 2002).

Diferentes isoformas de TN-C podem ser geradas por processamento alternativo do
transcrito primario e em tecidos neopldsicos a geracdo destas isoformas se encontra regulada de
forma aberrante (Jones e Jones, 2000). Foi identificada uma isoforma de TN-C cuja expressao ¢
muito especifica dos astrocitomas malignos de grau IV, encontrada principalmente ao redor de
vasos (Carnemolla ef al/, 1999). Nao sabemos no momento qual a isoforma expressa pela linhagem
U373. Porém o efeito especificamente obtido na melhoria da capacidade tubulogénica de células em
GO0/G1, pela neutralizagdo de matrizes do glioma com anticorpo anti-TN dominio-especifico,
levanta a importancia de se conhecer em detalhes a composi¢do dos dominios das tenascinas

tumorais.

Nao foi possivel, até o presente, propor ainda uma explicagdo para o fato de que a populacao
endotelial que sobrevive a matriz do glioma U373 adquirir uma melhor capacidade proliferativa. A
TN-C diminui a expressdo de moléculas envolvidas na estabilidade genética, como Bardl (Orend et
al., 2003). Células que estariam, por agao da TN-C, instaveis geneticamente € em plena progressao
do ciclo celular morreriam por apoptose como mecanismo de defesa, caso o reparo ndo fosse
possivel. Células em GO/G1 poderiam reparar danos no DNA e por isso, ser mais resistentes a
apoptose. Além disso, a TN-C induz a expressdo de c-myc em células epiteliais mamarias
cultivadas em pléstico ou colageno tipo I, um proto-oncogene que induz progressao do ciclo celular,

independéncia de ancoragem e apoptose. O cultivo das células epiteliais mamarias em Matrigel®
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impediu a apoptose e diminuiu a expressao de c-myc. Isto indica que a expressao de c-myc esta
dependente da composi¢do do substrato em que a célula estd aderida (Boudreau et al., 1996). O
impedimento de adesdo ao substrato nestas células leva ao bloqueio do ciclo celular em G1 e
diminui¢do da expressdo de c-myc. J4 uma inducdo de expressdo de c-myc nestas células privadas
da adesdo, leva a independéncia de ancoragem e progressao do ciclo celular por ativagdo do
complexo cdk2 (Benaud & Dickson, 2001). Assim, podemos especular se as células sincronizadas
em G0/G1 adquiriram, por aumento de expressdo de c-myc, independéncia de ancoragem e por isso
tenham resistido a anoikis, ao contrario das células endoteliais em fases distintas do ciclo celular
(S/G2/M). Uma vez que detectamos que os eventos de desaderéncia, proliferacdo e diferenciacao
estdo associados a regulacdo do ciclo celular e a presenca de TN nas matrizes tumorais, as
estratégias a serem adotadas na continuidade deste trabalho deverdo incluir uma criteriosa analise
dos niveis de ativacdo e/ou expressdo de componentes do ciclo celular, bem como contar com um

painel mais variado de ferramentas para o estudo da TN-C (e.g., um conjunto mais abrangente de

anticorpos; manipulagdo da expressao de TN pelas células tumorais, etc).

A contribuicdo de outros possiveis mecanismos para o evento da anoikis endotelial ndo foi
ainda suficientemente explorada. E possivel que as células endoteliais estejam entrando em anoikis
por degradacdo dos componentes matriciais induzidos pelo balango de TN/FN que induziria um
efeito autocrino de expressao e secrecao de proteases. O envolvimento de proteases ja foi proposto
na apoptose de células em cultura em auséncia de soro (Michel, 2003). A clivagem proteolitica
pericelular pode liberar e solubilizar proteinas ligadas a membrana plasmatica, libertar fatores
seqiiestrados/ligados @ MEC ativando-os (ex: TGF-B) e quebrar e solubilizar as proprias proteinas
componentes da MEC. A importincia do balanco de TN/FN ja foi demonstrada em sistemas de
reparo de injurias em tecidos conjuntivos. A presenca de TN-C em areas de remodelamento tecidual
levou a investigagdo se essa proteina matricelular poderia induzir a expressao de metaloproteinases.
A TN-C imobilizada a substratos que ja contém FN induziu a secre¢do de metaloproteinases
(colagenase) por fibroblastos. A adicdo de TN-C soluvel a substratos de FN ndo téve o mesmo
efeito sugerindo que a importancia da imobilizagdo da TN-C para a sua fungdo (Tremble et al.,
1994). A baixa quantidade de FN nas MECs de glioma, parece favorecer a migracao tumoral
(Ruoslahti, 1999), contudo, ¢ plausivel que também possa exercer efeitos na célula endotelial. A
MEC ¢ continuamente remodelada pela deposi¢do e remogdo controlada de componentes
especificos. A FN regula a adesdo e o espalhamento da célula endotelial de maneira dose-

dependente. E a morfologia celular esta intimamente relacionada a conversao de pro-MMP-2 (pro-
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metaloproteinase-2) em MMP-2 ativa. Células endoteliais de capilar humano (HCE), quando
cultivadas sobre baixas densidades de FN imobilizada (10 ng/cm?), apresentam morfologia
arredondada e secretam cerca de 5 vezes mais MMP-2 ativa do que as HCE aderidas e bem

espalhadas sobre altos niveis de FN - 2500 ng/cm? (Yan et al., 2000).

A melhora na capacidade tubulogénica das HUVECs obtida com o bloqueio da por¢ao EGF-
like da TN-C matricial de glioma, poderia ser considerada como uma estratégia de normalizacdo da
vasculatura tumoral. A normalizagdo de vasos tem sido descrita como uma proposta alternativa a
terapia anti-angiogénica ao melhorar a estrutura e fun¢do dos vasos sanguineos, diminuindo a
hipdxia e permitindo maior acesso as drogas terapéuticas (Jain, 2005). Esta proposta tem tido uma
recepcao controversa por parte da comunidade cientifica envolvida na pesquisa da angiogénese,
porém tem sido divulgada em periddicos de elevado impacto (Winkler ef al., 2004; Batchelor et
al.,2007). A apoptose endotelial, conforme ja descrevemos nesta Discussdo, parece ter um papel
real na consolidagdo da angiorquitetura. Um trabalho recente mostrou uma importante fungdo e
envolvimento das células endoteliais apoptéticas durante a formacdao de sprouts (processos
endoteliais que irdo originar as estruturas tipo-capilares contendo limen). As células endoteliais
apoptdticas possuem carga negativa pela externalizacdo da fosfatidilserina e atraem as células
endoteliais viaveis que formam sprouts em suas diregdes por atracdo eletrostatica (Weihua et al.,
2005) sem nenhum envolvimento de VEGF e seus receptores nesta etapa. Trazendo esta informagao
a interpretagdo de nossos dados, ¢ possivel imaginar que a co-existéncia das células endoteliais com
capacidade proliferativa aumentada, no microambiente tumoral, apesar de terem sua capacidade
tubulogénica comprometida, possam ainda formar tubos devido a proximidade com a populagdo
endotelial apoptdtica. Estes vasos nao seriam, por certo, plenamente funcionais, mas vez por outra
ocorreria o estabelecimento de fluxo sangiiineo em porgdes do tecido tumoral. Trabalhos como o
nosso mostram que as respostas das diversas populacdes celulares as manipulagdes do
microambiente tumoral sdo varidveis e devem ser consideradas quando da adog¢do de terapias anti-
angiogénicas, cujo objetivo primordial tém sido o de induzir a apoptose de vasos neoformados no

tumor.
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5.6 — Nossa contribuicdo ao modelo proposto de co-optacao vascular
por células tumorais gliais

A Figura 24 representa um cenario possivel para um papel da apoptose no curso da
angiogénese dos gliomas, tendo como base nossos dados e de outros grupos aqui mostrados e
discutidos (mais informacdes na legenda da Figura). Na verdade, o tumor deve ser visto como um
tipo de tecido complexo, no qual células mutantes recrutam e reprogramam células normais (células
endoteliais, fibroblastos e células do sistema imune) que resultam em ativos colaboradores na
neoplasticidade (Hanahan & Weiberg, 2000). Esta visdo, na verdade, ndo ¢ nova. Ela foi lancada ha
mais de um século, em um trabalho histérico de Stephen Paget (1889, republicado em 1989), que
delineou a hipotese da “semente e do solo”: no primeiro nimero do Lancet, ele propds que o
microambiente de cada 6rgao (o solo) influencia a sobrevivéncia e o crescimento das células
tumorais (as sementes), definindo em ultima instncia que 6rgao sera preferencialmente colonizado,
caso o tumor se dissemine pelo organismo. Em um trabalho cléssico, Mintz (1975) demonstrou que
células de carcinoma embrionario, quando injetadas em blastocistos, perdem sua tumorigenicidade,

contribuindo para o desenvolvimento de tecidos adultos sadios.

Portanto, questionamos neste trabalho, se a MEC do glioma, que também faz parte deste
microambiente tumoral, poderia gerar sinalizacdes e respostas nas células endoteliais e nos ajudar a
compreender mais sobre a interagdo intima e complexa do glioma com o endotélio. Uma revisao
recente aborda o problema do microambiente no cancer, deixando bastante clara a idéia de que “o
microambiente tumoral é uma parte ingrante de sua anatomia e fisiologia, ndo podendo ser
dissociado daquilo que tradicionalmente se convencionou chamar de célula tumoral” (Albini e
Sporn, 2007). Trabalhos recentes mostraram que os efeitos apoptoticos, anti-migratérios e anti-
proliferativos da endostatina, um dos inibidores de angiogénese considerados mais promissores € ja
em avangados protocolos clinicos nos EUA, foram totalmente dependentes da composi¢do da
matriz em contato com as células endoteliais (Addison et al, 2005; Delaney et al, 2006). A matriz
extracelular aparece como um alvo fundamental, conforme ja proposto por outros autores (Sanz &
Alvarez-Vallina, 2003; Delaney, 2006), a ser melhor conhecido e, eventualmente, manipulado de

forma a produzir um microambiente menos favoravel ao desenvolvimento das neoplasias.
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Figura 24. Modelo esquematico da indugédo de apoptose endotelial em fase S-G2/M na co-
optacdo de células de glioma humano in vivo. A contribui¢do ativa da matriz extracelular
(MEC) tumoral na induc@o de apoptose endotelial e regressdo vascular durante a progressio
maligna do glioblastoma. Os eventos seguem da esquerda para a direita, conforme indica a seta
cinza. 1) Cooptacdo das células de glioma nos vasos sanguineos nativos; O tumor em
proliferagdo se nutre através de moléculas que passam por difusdo; 2) a MEC do glioma
contendo altas taxas de TN-C e pequenas taxas de FN, induz desaderéncia e anoikis nas células
endoteliais em fase S-G2/M; 3) com esta regressdo vascular, ha hipoxia local 4) indugdo de
expressdo de TF (fator tecidual) pelas células tumorais e endoteliais ¢ também um aumento na
secrecdo de VEGF; O TF ¢ uma glicoprteina membranar que se liga ao fator VII do plasma e
cliva a pro-trombina em trombina causando agregacdo plaquetaria e deposi¢do de fibrina; 5)
formagdo de trombos nos vasos e consequente grande aumento na hipoxia; 6) inducdo da
expressdo de VEGF pelas células hipdxicas; o impedimento de fluxo sanguineo nos segmentos
dos capilares causara o aparecimento de varios focos necréticos/hipdxicos na massa tumoral em
expansdo; 7) consequente angiogénese tumoral pelo crescente aumento de VEGF; o dominio
EGF-like da TN-C age nas células endoteliais remanescentes e esta envolvido na ma qualidade
vascular. Adaptado de Zagzag et al., 2000; Rong et al., 2006.
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6.Conclusao

1) A MEC de glioma ¢ permissiva a adesdo inicial de células endoteliais, contudo ndo

mantém a adesdo das Gltimas;

2) O dominio EGF-like da TN-C nao est4 envolvido na aderéncia ou anoikis das HUVECs
em MECs de glioma;

3) A MEC de glioma humano induz acentuada anoikis endotelial provavelmente pelo

balango TN/FN;

4) Fatores soluveis secretados pelo glioma ndo revertem o efeito apoptdtico induzido pela

MEC de gliomas;

5) A anoikis endotelial ndo é um evento particular de gliomas, sendo vista na interagdo
endotelial com outras MECs de linhegens tumorais, como carcinoma mamario (MCF-7) e

carcionma uterino (U79);

6) Células endoteliais quiescentes sdo mais resitentes a anoikis induzida por MEC de
glioma;
7) Células endoteliais que resistiram a anoikis recebem sinalizagdo da MEC de glioma e

tornam-se mais proliferativas, porém, ndo sdo capazes de formar estruturas tipo-capilares;

8) O dominio EGF-/ike da TN-C estd diretamente envolvido na sinalizagdo para a ma
formagdo das estruturas tipo-capilares somente nas HUVECs que foram cultivadas em MECs de

glioma
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7. Perspectivas:

1) Confirmar os resultados obtidos por sincronizacdo de células endoteliais em fase GO/G1

no cultivo com as MECs de glioma;

2) Analisar se o dominio EGF-/ike da TN-C estd envolvido também na inducdo de

proliferagao endotelial das HUVECs que resistiram a anoikis pela MEC de gliomas;
3) Analisar o possivel envolvimento dos outros dominios da TN-C nas MECs de glioma;

4) Silenciar (siRNA) nas células de glioma humano a expressdo de TN-C a fim de analisar a

aderéncia/anoikis endotelial;

5) Dosar cisteino-catepsinas no MC de HUVECs cultivadas sobre as MECs e estudar sua

possivel indugdo e efeito autocrino na anoikis;

6) Analisar a possivel indugdo de expressdo de VEGF e flk-1 (VEGR2) nas células
endoteliais pela TN-C de gliomas; e caso haja um efeito indutor, analisar se o bloqueio da ligacao
VEGF/flk-1 melhora a formagao das estruturas tipo-capilares nas HUVECs que resistiram a anoikis

induzida pela MEC de glioma.
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*HUVECs em cultura de células:

O aprendizado do modelo de cultura de células de veia de cordao umbilical
humana foi feito em nosso laboratorio alguns anos atras por ocasido de minha formagao
de graduagdo/Mestrado. Aqui nesta tese, restabeleco o modelo e apresento alguns
campos da cultura para orientar o leitor. A Figura 25 mostra as células endoteliais em
condi¢des-padrdo de cultura, exemplificando diferentes densidades celulares e
aumentos no microscopio optico.

Figura 25. Cultura de células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC).
Aspecto morfologico de cultura de HUVECs cultivadas em M199 suplementado com
20% de SFB, em sub-confluéncia (A, B e C) e em confluéncia (D).
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1.1 Interacdo de ceélulas endoteliais com as do Sistema
Nervoso:

Usando HUVECs como modelo de célula endotelial pretendemos analisar a
capacidade interativa com astrocitos (normais e tumorais) € neuronios.

A interagdo com os dois tipos de c€lulas gliais estd focalizada ao longo desta Tese.
Mas a interagdo com neurdnios mostrada na Figura 26 ¢ relevante. Esta importancia se
deve ao fato de que HUVEC, enquanto célula endotelial, ndo ¢ um bom suporte para o
crescimento de neurdnios como o sdo os astrocitos e gliomas. Estas observagdes foram
incluidas no trabalho do nosso laboratorio recentemente publicado (Faria ef al., 2006). A
figura abaixo mostra que ja a partir de 6 horas de co-cultivo, os neurdnios plaqueados
sobre as HUVECs comecam a morrer. Diferentemente, os neuronios estendem neuritos
exuberantes quando plaqueados sobre astrocitos ou gliomas. A Figura 27 (pagina
seguinte) retirada da tese de Jane Faria ilustram a comparagdo com esta Figura 26 - para
maiores informagdes veja o artigo impresso em Anexo 2.

Figura 26. Co-cultura de neur6nios e células endoteliais de veia umbilical humana
(HUVEC) HUVEC demonstrado que neurdnios corticais uma vez plaqueados sobre
substratos ndo gliais, ndo suporta as primeiras 24 horas de co-cultivo. As setas indicam
0s neurdnios mortos.
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Figura 27. Co-cultura de neurénios e células de astrdcitos corticais ou de células de
glioblastoma humano. Em (A) observa-se neurdnios crescendo sobre um tapete de
células astrocitarias normais, enquanto B, C e D mostram neurdnios crescendo sobre o
tapete da glia tumoral [GBM95 (B), GBM02/02 (C) e GBM03/02 (D)].
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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