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RESUMO

Usma nova linhagem de glioma humane, NG97, foi estabelecida por Grippo ef al.
em 2001 a partir de um astrocitoma grau 11 (OMS, 2000). Neste primeiro estudo, o cultivo
da linhagem revelou a existéncia de duas subpopulaces morfologicamente distintas: uma
constituida por células fusiformes/dendriticas ¢ outra, por células pequenas ¢ redondas. A
injecdo de células NG97 em camundongos nude induziu a formacdo de um tumor agressivo
caracterizado por atipia citologica intensa, proliferacdo wvascular e necrose em
pseudopaligadas (achados sugestivos, mas nfo diagndsticos de glioblastoma multiforme). O
objetivo do presente estudo foi caracterizar os aspectos imunofenotipicos e ultraestruturais
desta linhagem celular, utilizando o© tumor parental, as células em cultura e o
xenotransplante, com o intuito de avaliar sua natureza glial e possivels diferenciagdes
divergentes. A comprovagio de sua natureza glial é de fundamental importancia para a
caracterizag@o e validagio desta linhagem como um modelo de glioma. As células NG97 ¢
o xenotransplante expressaram os principais marcadores neurogliais (GFAP, proteina S-
100, NSE e Leu-7) e nfo apresentaram qualquer expressio aberrante de outros marcadores
de histogénese. GFAP foi expressa de maneira similar no tumor parental e nas células em
cultura, diminuindo significativamente no xenotransplante. A expressio de NSE era
reduzida nas células NG97, em comparagio ao tumor parental, sendo substancialmente
recuperada no xenotransplante. Esta variabilidade de expressio de GFAP e NSE foi
interpretada como um fendmeno de indiferenciaciio ou, alternativamente, como um
fendmeno relacionado a uma possivel selegfio microambiental de subclones especificos. A
proteina S-100 foi expressa de maneira semelhante nos trés contextos de analise (tumor
original, células de cultura e transplante). A andlise ultraestrutural do xenotransplante
revelou uma neoplasia altamente indiferenciada compativel com um glioblastoma. Nao
foram observadas diferengas imunofenotipicas ou ultraestruturais significativas entre as
duas subpopulagdes morfologicamente distintas. Assim, nossos dados demonstram que as
células NG97 constituem uma linhagem celular pura, comprometida com o fendtipo glial,
que poderd ser util como um modelo de glioma maligno em estudos direcionados a

questdes fisiopatologicas, diagnosticas e terapéuticas.
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ABSTRACT

A human glioma cell line, NG97, was established by Grippo er al. in 2001 from
tissue obtained from a grade Il astrocyvtoma (WHO, 2000). In this first study, the cell line
grew as two morphologically distinct subpopulations: dendritic/spindle cells and small
round cells. The injection of NG97 cells into nude mice induced an aggressive tumor
characterized by: severe cytological atypia, vascular proliferation and pseudopalisading
necrosis (features which are suggestive but not conclusive for the diagnosis of glioblastoma
multiforme). The purpose of the present study was to characterize the immunophenotype
and ultrastructural aspects of this cell line, using the parental tumor, cultured cells and the
xenotransplant, in order to assess its glial nature and possible divergent differentiation.
Proof of glial differentiation is fundamental to the process of characterization and
validation of this cell line as a glioma model. NG97 cells and xenotransplant expressed the
main neuroglial markers (GFAP, S-100 protein, NSE and [Leu-7) and showed no aberrant
expression of other histogenetic markers. GFAP was similarly expressed in the parental
tumor and in the cells in culture, but decreased in the xenotransplant. NSE expression was
reduced in NG97 cells, but substantially recovered in the xenotransplant. This variability in
expression of GFAP and NSE was interpreted as either a phenomenon of dedifferentiation
or due to microenvironmental selection of specific subclones. S-100 was equally expressed
in the three contexts. The xenotransplant’s ultrastructural features were those of a highly
undifferentiated tumor consistent with glioblastoma. No significant immunophenotypic or
ultrastructural differences between the two morphologically distinct populations were
found. Thus, our data demonstrate that NG97 cells constitute a pure glial-committed cell
line, which may prove useful as a malignant glioma model in studies addressing

pathophysiological, diagnostic and therapeutic issues.
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Neoplasias gliais do Sistema Nervoso Central: gliomas malignos

As neoplasias primaérias do Sistema Nervoso Central (SNC) representam 2% de
todas as neoplasias malignas e 20% dos cénceres em criangas com idade inferior a 15 anos
(Ellison er al., 1998a). A grande maioria destes tumores ¢ originada em células da glia,
sendo designados genericamente como gliomas (Ellison ef «l, 1998b; Kleihues &
Cavenee, 2000). Os gliomas constituem um grupo heterogéneo de neoplasias que pode ser
subdividido segundo a célula glial de origem hipotética (i.e., astrécito, oligodendrocito e
célula ependimaéria) (Ellison ef al., 1998b). Assim sendo, os astrécitos dariam origem aos
astrocitomas; os oligodendrécitos, aos oligodendrogliomas; e as células ependimarias, aos
ependimomas, havendo ainda neoplasias mistas que combinariam mais de um tipo celular
(e.g., oligoastrocitomas).

As neoplasias astrociticas (ou astrocitomas) sio subclassificadas segundo a
Organizacdo Mundial da Satide (OMS) (Kleihues & Cavenee, 2000), em:

= Astrocitoma pilocitico

= Xantoastrocitoma pleomérfico

= Astrocitoma subependimério de células gigantes

= Astrocitoma (fibrilar, protoplasmatico ¢ gemistocitico)

= Astrocitoma anaplasico e

=  (Glioblastoma.

As trés dltimas entidades (astrocitoma, astrocitorma anaplasico e glioblastoma)
formam um espectro de lesGes com malignidade progressiva, que compartitham alteracdes
genéticas e uma propensio a invadir o tecido nervoso adjacente de maneira difusa (Ellison
et al., 1998b). Por esse motivo sfio designadas em conjunto, por alguns autores, como
"astrocitomas difusos” para distingui-los do astrocitoma pilocitico, bem como de outras
formas localizadas mais raras (xantoastrocitoma pleomorfico e astrocitoma subependimario
de células gigantes) (Ellison et al., 1998b).

A tendéncia a maligniza¢8o progressiva ou transformacfo anaplasica ¢ uma
caracteristica importante dos astrocitomas. Cerca de 50 a 75% progridem para astrocitomas
anaplasicos e em Ultima instdncia para glioblastomas (Ellison e al., 1998b). Esta

M
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como a mutagéo do gene p53 e a perda do cromossomo 10 (Figura 1) (Von Deimiing et
al., 1995; Ellison et al., 1998b; Kleihues & Cavenee, 2000).

As neoplasias astrocitdrias t8m sido objeto de vérios sistemas de graduacdo
histologica (Kernohar ef al., 1949; Daumas-Duport et al., 1988; Ellison ef ai., 1998b,
Kleihues & Cavenee, 2000). Utilizando critérios tais como atipia nuclear, mitoses,
proliferaciio vascular e necrose, esses sistemas classificam os tumores em 3 ou 4 subgrupos,
buscando alguma correlagdo com o comportamento biologico (Tabela 1) (Kernohan et al.,
1949; Daumas-Duport et 4l., 1988; Ellison ef al., 1998b; Kleihues & Cavenee, 2000).
Apesar de algumas diferengas, nota-se ampla correspondéncia entre os diversos sistemas e
o apresentado pela OMS, sendo este preferido pela maioria dos autores.

Dentre os astrocitomas difusos, destacam-se os glioblastomas por representarem a
neoplasia intracraniana maligna mais freqiiente (cerca de 50% dos gliomas intracranianos),
bem como a forma mais agressiva de glioma (astrocitoma grau IV, segundo a OMS)
(Ellison et al., 1998b; Kleihues & Cavenee, 2000). Os glioblastomas caracterizam-se por
atipia e pleomorfismo celular, alto indice mitético, neovascularizacio proeminente, bem
como multiplos focos de necrose, nos quais ocasionalmente as células assumem o aspecto

caracteristico de pseudopaligadas (Ellison ef al., 1998b; Kleihues & Cavenee, 2000).

Introducdo
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Astrocito

<~ _=

Mutacao do gene p53/ perda do cromossomo 17p
Expressio excessiva de PDGF/PDGFR

Perda do cromossomo 229

Astrocitoma

< _~

= Desregulacio da via do pl6: inativacdo dos genes RB ou pl6;
amplificagio do gene CDK4

= Perda do cromossomo 19g

s Expressdo de fatores angiogénicos e moléculas associadas 4 invasiio

Astrocitoma anapldsico

Perda de 10p e 10q (MMAC /PTEN)
Amplificagdo do gene do receptor de EGF.

Glioblastoma secundario

Figura 1. Alteragbes genéticas relacionadas aos estigios de progressdo dos astrocitomas,
PDGF, fator de crescimento derivado de plaquetas; PDGFR, receptor do PDGF; RB,
retinoblastoma; EGF, fator de crescimento epidérmico. (adaptado de Von Deimling et al.,
1995).




Tabela 1. Comparagio entre os trés principais sistemas de graduacio histolégica dos

astrocitomas.

Entidade Organizacfio Mundial da Kernohan** St. Anne/ Mayo
Satide (OMS)” Clinic™

Astrocitoma i 1 2

Astrocitoma I 2 3

anapléasico

Glioblastoma v Jed 4

* As neoplasias grau I sio os astrocitomas pilociticos.
** As neoplasias grau [ incluem os astrocitomas pilociticos.
#** Neste sistema, as neoplasias grau 1 sio muito raras.

(adaptado de Kleihues & Cavenee, 2000)

Introducio



Apesar das opcOes terapéuticas disponiveis na atualidade, que combinam, em linhas
gerais, cirurgia, radioterapia ¢ quimioterapia, o prognodstico dos portadores de glioblastoma
é reservado (Saroja ef al., 1989; Chauvenic et al., 1996; Ellison ¢f al., 1998h; Kleihues
& Cavenee, 2000; Carpentier, 2005; Chinot, 2005). O tempo médio de sobrevida dos
pacientes com glioblastoma ¢ inferior a dois anos (Winger ef al., 1989; Stewart ef al.,,
1997). Menos de 3% dos pacientes estdo vivos apds cinco anos (Ohgaki & Kleihues,
2005). Diante deste guadro, nota-se, nas Gltimas décadas, um esforco multidisciplinar
continuo em se desenvolver novas estratégias terapéuticas que sejam mais eficientes na
reducdo da mortalidade e morbidade observadas nestes pacientes. Para que tais avangos
ocorram, ¢ de fundamental importincia o desenvolvimento de um conhecimento mais
aprofundado acerca da biologia e fisiopatologia dos gliomas (Perzelova et al., 1998). Nesse
sentido, destacam-se como uma ferramenta promissora, as chamadas linhagens celulares

imortais derivadas de gliomas (Perzelova er al., 1998).

Linhagens celulares imortais

O cultivo de células, hoje uma técnica amplamente praticada em todo o mundo,
desenvolveu-se de maneira paulatina ao longo do século passado (L.angdon, 2003a). Suas
origens datam de 1885, ano em que Wilhem Roux relatou pela primeira vez a manutengdo
in vitro, por varios dias, de um tecido vivo (placa medular de um embridio de galinha)
(Langdon, 2003a). Destaca-se, em 1951, a descrigdo da primeira linhagem de células
cancerosas (células Hela), por George Gey (Masters, 2002). Desde entdo, com o estudc
sistematico das necessidades nutricionais de células animais em cultura ¢ com o
conseqliente aprimoramento dos meios de cultura, observou-se o desenvolvimento de
milhares de linhagens celulares que cobrem grande parte do espectro de neoplasias
humanas malignas {Langdon, 2003a).

A imortalizagio de tumores através do cultivo in vitro permite a abordagem de
infimeros temas, dentre os quais destacam-se: (1) o estudo da express3o de marcadores
antigénicos e moleculares com possiveis aplicagGes praticas no entendimento da biologia

tumoral, no diagndstico, progndstico e seguimento terapéutico destas neoplasias (Diserens




et al., 1981; Westphal ef al., 1988; Kato et al.,, 1995; McKeever et al., 1998; Chen et al.,
1998; Ashmore ef al., 1999; Husain ez al., 1998; Kuklinski e al., 2000; Decleves et al.,
2002); e (2) o teste de novos agentes e/ou esquemas terapéuticos anti-tumorais (Shapiro &
Shapire, 1985; Kimmel ef al., 1987; Yung, 1989). A principal vantagem destas linhagens
continuas reside no fato de constituirem uma fonte quase‘ inesgotavel de amostras celulares
com relativa uniformidade de caracteristicas biologicas (Langdon, 2003a).

Algumas linhagens celulares permanentes podem ser transplantadas com sucesso
em modelos animais (Goldbrunner ef af., 2000). Estes heterotransplantes ou xenoenxertos
permitem, além de estudos semelhantes aos descritos acima, um maior entendimento acerca
da fisiopatologia do tumor in vivo, isto &, o estudo das interagdes hospedeiro-tumor
relacionadas a mecanismos fisiopatoldgicos bisicos, tais como progressdo, invasio,

metastatizagfo, etc.

Validacdoe de linhagens celulares

Como discorrido acima, as linhagens celulares permanentes podem servir a muitos
propoésitos. Na dependéncia de suas caracteristicas (morfoldgicas, bioguimicas, genéticas,
etc.) estas linhagens podem ser utilizadas como um modelo ou protdtipo experimental de
uma entidade (e.g., uma neoplasia) efou de um fendmeno fisiopatologico (e.g.,
metastatizacdo). Contudo, antes de serem declaradas como tal, i.e., como um substituto ou
modelo experimental, as linhagens devern passar por um conjunto de procedimentos que
visam verificar a ocorréncia, a estabilidade e a reprodutibilidade destas caracteristicas ou
critérios essenciais que as tornam, de maneira objetiva, um protétipo fidedigno (ainda que
dotado de certos limites) (Langdon, 2003b). Em conjunto, estes procedimentos de controle
de qualidade constituem uma forma de validagdo.

O propésito de um estudo de validagdo, no sentido amplo, é demonstrar, através de
um ato documentado que um procedimento, processo, equipamento, material, operagdo ou
sistema realmente conduza aos resultados esperados (Food and Drug Administration
[FDA], 1993; Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria JANVISA], 2003). No contexto

de cultivo celular, este estudo constitui uma etapa fundamental dentro do amplo processo
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de caracterizac@o de uma linhagem recéme-estabelecida, independente dos seus fins, sejam
estes académicos {pesquisa) ou comerciais (producio de insumos bioldgicos).

Sem uma valida¢8io criteriosa de caracteristicas morfolgicas, bioquimicas ¢
genéticas, ndo se pode garantir que uma linhagem ird se comportar como a
entidade/fendmeno que pretende simular em estudos aplicados futuros {e.g., em testes de
medicamentos). Esta divida crucial que antecede a validagfo - se a linhagem reproduz ou
nfio a entidade/processo real - compromete seriamente a validade externa dos resultados
obtidos a partir destes estudos aplicados, ou sgja, a capacidade de se extrapolar ou
generalizar o0 conhecimento adquirido com o modelo, para entidades/situacdes reais
semelhantes ao protétipo. Com mais de 3000 linhagens celulares cancerosas citadas na
literatura, estando muitas delas em uso regular, a caracterizacfio e a autenticacfo destes
modelos tornaram-se fundamentais (Hay, 1989; Langdon, 2003b).

As principais etapas cumpridas em estudos de validag@io, neste contexto de
caracterizagdo e autenticagdo de linhagens celulares, sdo: (1) a comprovacdo de que as
células da linhagem derivam do tecido parental (fumor de origem), (2) a verificagio de
ocorréncia de contaminagio da cultura celular com outras células de fonte externa (de
mesma espécie animal ou de espécie diferente) ou de fonte interna (células estromais,
presentes na amostra original, e.g.), durante o estabelecimento, manutengfo, manuseio ou
intercdmbio de linhagens celulares; e (3) a verificagio da ocorréncia de modificacSes
fenotipicas (morfologicas, bioquimicas, metabdlicas, etc.) decorrente dos processos de
indiferenciacio e desdiferenciacdo {Hay, 1989; Langdon, 2003b). Trata-se de abordagens
complementares, nfo necessariamente realizadas nesta ordem.

A validacio ¢ um processo que pode se fundamentar em diferentes niveis
metodoldgicos, agregando seletivamente estratégias diversas, na dependéncia do propodsito
e da complexidade do modelo experimental representado pela linhagem celular. Dentre as
principais estratégias metodologicas utilizadas, destacam-se a genética (que inclui: DNA4
profiling, DNA fingerprinting e anélise citogenética), a isoenzimologica (perfil de
mobilidade eletroforética de diferentes enzimas espécie-especificas ou entidade-
especificas) e imunomorfoldgica (morfologia a microscopia optica, imunofenotipagem, e
analise ultraestrutural) (Hay, 1989; Langdon, 2003b). Apesar de superponiveis em certos

aspectos, cada metodologia apresenta suas proprias vantagens e limitagSes, sendo as duas
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primeiras habitualmente utilizadas na pesquisa de contaminacio celular (células de mesma
espécie ou de espécies diferentes) e a tltima na comprovacio do parentesco com ¢ suposto
tumor original e na caracterizagio da histogénese e grau de diferenciacdo das linhagens
(Hay, 1989; Langdon, 2003b).

A finhagem celular NG97

- Penteado e cols. estabeleceram, em 2001, uma nova linhagem glial permanente
denominada NG97 (Grippo e al., 2001). Esta linhagem celular foi obtida a partir de um
astrocitoma anapldsico (grau Ill, OMS) de lobo temporal, extraido de um paciente
masculino de 66 anos. As células originadas neste tumor foram subcultivadas em série,
apresentando um tempo de duplicagdo de aproximadamente 72h a 37'C ¢ uma densidade de
saturagdio celular de 6 x 10° células/cm’ Apbs miultiplos subcultivos ("passagens"),
observou-se um aumento na velocidade de crescimento das células, indicando uma perfeita
adaptac@io da linhagem as condi¢Ses de cultura.

Quando em cultivo, as células NG97 formaram monocamadas no fundo do
recipiente de cultura, onde se distinguiram duas populagdes celulares (Anexo 1): uma de
células redondas e mondtonas e outra de células fusiformes, por vezes de aspecto
"dendritico-simile”. Ambos os tipos celulares ocorreram de modo relativamente uniforme
mesmo apds multiplos subcultivos (Grippo et al., 2001).

No trabalho original de Penteado e cols (Grippo ef al, 2001), o transplante
{enxerto} de células NG97 subcutaneamente no dorso de camundongos nude (camundongos
atimicos congénitos) (Anexo 2) induziu a formacio de massas tumorais sdlidas - uma forte
evidéncia da malignidade desta linhagem celular. Histologicamente, o tumor transplantado
apresentou aspectos de uma neoplasia agressiva e pouco diferenciada, tais como atipia
citologica, alto indice mitdtico, extensa necrose (por vezes com distribuicdo celular em
pseudopaligada) ¢ proliferagio vascular, gue poderiam ser compativeis com o diagnéstico
de glioblastoma multiforme (tendo em vista sua origem em um astrocitoma e a

possibilidade de progressdo ao longo dos sucessivos subcultivos) (Diserens et al., 1981).
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Entretanto, neste estudo, a natureza glial destas células ndo foi investigada 2 luz de critérios

imunoistoquimicos ou ultraestruturais {Grippo ef al., 2001).

Imuncfenotipagem: andlise de histogénese

A imunoistoquimica e a imunocitoquimica estio baseadas no reconhecimento de

componentes e produtos celulares através do uso de anticorpos monoclonais ou policlonais

marcados {Hsu ef al., 1981; Poirier ef al., 1987; Schmitt, 1999). A técnica se desenvolveu

rapidamente apds a descoberta do hibridoma por Koéhler & Milstein, em 1975. Uma

grande variedade de anticorpos estéd disponivel comercialmente na atualidade, tendo grande

valor pratico tanto em pesguisa quanto em patologia cirdrgica. Dentre os principais usos

rotineiros da imunoistoquimica destacam-se:

-3

A identificagdo da histogénese de neoplasias indiferenciadas (e.g.,
marcadores de linhagéns celulares: epitelial - citoqueratinas; linfoide —
CD45 [Antigeno Leucocitario Comum]; melanocitica - HMB45; efc)
(Schmitt, 1999);

A determinagio de sitios primdrios de metéstases {marcadores tecido-
especificos: prostata - PSA; tiredide - Tireoglobulina; tiredide € pulméo -
TTF1 [Thyroid Transcription factor 1]; etc) (Schmitt, 1999);

A imunofenotipagem de linfomas e outras neoplasias hematoldgicas
(marcadores de clonalidade: cadeias kappa e lambda; marcadores de
linhagem B - CD20; linhagem T - CD3, etc) (Vassallo, 1999; Bacchi,
1999; Soares & Arias, 1999);

A identificagdo de agentes infecciosos (toxoplasma, micobacteria, etc)
(Sternberger ¢f al., 1970; Duarte & Pagliari, 1999);

A identificacio de substincias extracelulares e marcadores de processos
inflamatérios e degenerativos (membrana basal - laminina, coldgeno 4;
amiloidose - amiloide, etc) (Schmitt, 1999).

A distingSio entre processos benignos e malignos (Bcl2 ausente em

centros germinativos reacionais e presente nos neoplasicos; restricio de




cadeia leve de imunoglobulinas em neoplasias plasmocitarias; delecdo de
marcador T [e.g. CD7] em linfomas cutineos, etc.) (Vassallo, 1999).

® A determinagio de indices relacionados ao ciclo celular e atividade
proliferativa (e.g., Ki-67), os quais guardam relacio com o prognostico
de certas neoplasias (Mello & Alves, 1999).

= A pesquisa de moléculas que indicam o uso de certas drogas em
determinadas neoplasias (e.g., positividade para C-kit — uso autorizado
de mesilato de imatinib [Gleevec®] em pacientes portadores de tumores
estromatosos gastrintestinais [GISTs]) (Candelaria ef al., 2005),

O método imunoistoquimico/imunocitoquimice baseia-se na premissa de que um
anticorpe monoclonal deve se ligar especificamente a um determinado antigeno alvo e que
esta reaglo pode ser observada por meio de fluorescéncia (Poirier, 1987; Schmitt, 1999)
ou pela reaglio de peroxidase-antiperoxidase {(Nakane & Pierce, 1966; Poirier, 1987;
Schmitt, 1999), entre outros métodos.

Um dos pressupostos fundamentais do uso da imunoistoquimica na determinacio da
histogénese de tumores ¢ a manutengio da expressio de alguns antigenos (componentes ou
produtos celulares) caracteristicos de um determinado tecido normal {maduro ou imaturo)
em um tecido neoplsico cuja origem nfo pdde ser determinada segundo critérios
morfolégicos puros (i.e., a coloragdo pela hematoxilina-eosina) (Alves et al., 1999).

No processo de desdiferenciagdo celular da neoplasia, alguns antigenos podem
deixar de ser expressos (Diserens ef al., 1999; Bocchini ef al., 1991) ao passo gue outros
componentes celulares, normalmente ausentes no tecido de origem, podem ser produzidos
de forma andmala ou aberrante (Henricks, 1997). Deste modo, a anélise histogenética de
um tecido tumoral ¢ um processo complexo que deve envolver um amplo painel de
marcadores ontogénicos, a fim de se identificar nio apenas a origem mais provavel da
neoplasia como também uma possivel diferenciagio divergente (co-expressdo aberrante de
marcadores de diferentes linhagens celulares).

Os principais marcadores antigénicos associados ao imunofendtipo glial e, portanto,
comumente utilizados na confirmagéo diagndstica dos gliomas sdo: a proteina acidica
fibrilar glial (GFAP) (Eng et al., 1971; Bignami et al., 1972; Uyeda et al., 1972;
Manoury ef al., 1977; Bignami & Dahl, 1977; Paetau ef al., 1979; Diserens et al., 1981;
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Bonnin & Rubinstein, 1984; Poirier ef al,, 1987; Bocchini e al., 1991; Bleggi-Torres,
1999; Morrison & Prayson, 2600), a proteina S-100 {Cicero ef ¢l., 1970; Edstrom ef al.,
1973; Ludwin, 1976; Moller er ai., 1978; Diserens ef al., 1981; Bonnin & Rubstein,
i1984; Bleggi-Torres, 1999), a enolase neurdnio especifica (NSE) (Cicero ef al., 1970;
Haglid et al., 1973, Royds ef al., 1982; Bonnin & Rubinstein, 1984; Vinores ef al.,
1984; Bleggi-Torres, 1999) ¢ a vimentina (Schnitzer ef al., 1981; Osborn ef 4., 1981;
Ramaekers ¢f al., 1983; Bonnin & Rubinstein, 1984; Gullotta ef al.; Schiffer er al.,
1986; Poirier et al., 1987; Bleggi-Torres, 1999).

. A proteina acidica fibrilar glial {GFAP) é um polipeptideo de 48-52Kd que constitui
o principal componente de um filamento intermedidrio de subclasse III presente em
astrocitos (normais e patoldgicos) ¢ de grande utilidade no diagnostico de astrocitomas ¢
glioblastomas (Eng et al., 1971; Bonnin & Rubinstein, 1984; Bleggi-Torres, 1999;
Morrison & Prayson, 2000). O padrio de positividade nestas células ¢ usualmente
citoplasmatico, sendo a proteina detectada tanto no corpo quanto nos processos celulares
{(Morrison & Prayson, 2000). Embora seja considerada como o marcador astrocitico ﬁaais
emblematico, ndo é especifica para astrocitos normais, nem patologicos. Pode ser
encontrada em outros tipos celulares (células de Schwann, condrécitos, ceélulas
mioepiteliais, etc.) (Jessen ef al., 1984; Fields & Yen, 1985; Kepes ef al., 1984; Viale ef
al., 1991), em outras neoplasias gliais ndo-astrocitarias (e.g., ependimomas) (Morrison &
Prayson, 2000), bem como em tumores neuroectodérmicos primitivos centrais (e.g.,
meduloblastomas) dotados de diferenciacdo glial (Morrison & Prayson, 2000), entre
outras excegdes mais raras. Possul papel importante na plasticidade e na modulagdo do
crescimento astrocitario, uma vez que a sua fosforilagdo-desfosforilagdo contribui para a
remodelacio do arcabougo glial (Rutka et al., 1994; Rodnight et al., 1997; Rutka et al.,
1998; Bleggi-Torres, 1999),

A proteina S-100 € a proteina soltvel do SNC mais extensivamente estudada
(Bonnin & Rubinstein, 1984). Trata-se de um dimero ligado ao calcio com 20-25Kda,
composto por duas subunidades distintas, alfa e beta, o que resulta em 3 formas distintas de
expressdo (alfa-alfa, alfa-beta e beta-beta) (Bonnin & Rubinstein, 1984; Bleggi-Torres,
1999; Meorrison & Praysen, 2000). Foi originalmente descrita como marcador especifico

para células derivadas da crista neural, mas desde entdo tem sido descrita em muameros




tecidos de ontogenia distinta (e.g., em cartilagem) (Nakajima er «/., 1982: Bonnin &
Rubinstein, 1984; Morrison & Prayson, 2000). E positiva em (1) células normais do
sistema nervoso {tais como: astrécitos, oligodendrécitos, células ependimarias e células de
Schwann) (Cicero ef al., 1970; Ludwin er al., 1976; Moller et al., 1978; Bonnin &
Rubinstein, 1984; Loeffel e al, 1985; Bleggi-Torres, 1999; Morrison & Prayson,
2000), ¢ em (2) tumores, tais como astrocitomas localizados e difusos (incluindo
glioblastomas) (Kimura et al., 1986; Bleggi-Torres, 1999; Morrison & Prayson, 2000).
Localiza-se tanto no nicleo, quanto no citoplasma, sendo sua func#o exata pouco conhecida
(Loetfel ez al., 1985; Bonnin & Rubinstein, 1984; Morrison & Prayson, 2000). Alguns
estudos recentes sugerem que a proteina possa estar implicada no controle da progressio
celular durante a divis#o, na ativagio de enzimas e na regulagdo da contragic muscular,
entre outras fungdes (Mazzucchelli, 2002). Além do papel fisiolégico e como marcador
ontogenético, a proteina S-100 parece ter uma importdncia progndstica em gliomas: a
diminui¢do da produgio desta proteina estd associada a um pior progndstico em
glioblastomas (Mazzucchelli, 2002).

A enolase € uma enzima citoplasmatica envolvida na catélise de um dos dltimos
passos da via glicolitica (Bonnin & Rubinstein, 1984). E composta por duas das
subunidades alfa-beta ou gama (cada uma com peso molecular de 40-50Kd), podendo
formar homo- ou heterodimeros (ao todo, 5 isoenzimas diferentes) (Bonnin & Rubinstein,
1984, Bleggi-Torres, 1999). E utilizada para demonstrar, em conjunto com outros
marcadores, a diferenciagio neuronal ou neuroendécrina em neoplasias priméarias do SNC,
bem como marcar gliomas e carcinomas neuroendéerinos. A enolase gama geralmente &
encontrada em neurbnios e células do sistema APUD (Amine Precursor Uptake and
Decarboxylation), ao passo que a alfa usualmente encontra-se presente em células gliais,
meningoteliais, endoteliais ¢ de Schwann (Schmechel et al., 1978; Tapia ef al., 1981;
Wick et al., 1983; Bonnin & Rubinstein, 1984; Bleggi-Torres, 1999). Inicialmente,
Royds et al. (1982) atestaram que neoplasias gliais como astrocitomas, oligodendrogliomas
e ependimomas poderiam ser positivos para homodimeros ¢, mas nfio para homodimeros
YY (enolase neurénio-especifica). Contudo, desde entdio, imimeros artigos tém demonstrado

a positividade de NSE tanto em neoplasias gliais quanto em linhagens celulares derivadas
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destas {Vinores ef al., 1984a.b: Vinores et Rubinstein LJ, 1985; Liwnicz ef al., 1986;
Cras et al., 1988; Seshi et al., 1988; Takeshita ef al., 1990; Takekawa ef al., 2001).

A vimentina ¢ uma subunidade protéica de 57kD de filamentos intermediarios,
tipica de células mesenquimatosas (células endoteliais, fibroblastos, células musculares
lisas, etc.) e coexpressa com GFAP em células gliais imaturas, reativas, na glia de
Bergmann e em tanicitos (Schnitzer er al., 1981; Ramaekers ef al., 1983; Bonnin &
Rubinstein, 1984; Bleggi-Torres, 1999), onde contribui para a manutengéo do arcabougo
celular, E a primeira proteina a aparecer no desenvolvimento embrioldgico, independente
da linhagem celular, sendo posteriormente substituida por filamentos intermediarios mais
especificos. Em alguns casos pode co-existir com GFAP durante o desenvolvimento normal
de células gliais ou em estados neoplasicos (astrocitomas e, em particular, glioblastomas)
(Perzelova ef al., 1998; Kleihues & Cavenee, 2000). Dados de Sarria ef al. (1994)
indicam que a vimentina estaria implicada na plasticidade nuclear de células tumorais.
Neste estudo, alteragdes de morfologia nuclear (tais como presenga de fendas e
proeminéncias) estiveram consistentemente presentes em células de linhagens tumorais

humanas negativas para vimentina e ausentes nas qué expressavam a proteina.

Microscopia eletrénica: um importante adjuvante morfolégico

O grau de intensidade e a extensd@o dos marcadores mencionados acima sdo muito
variaveis nos gliomas malignos (Bleggi-Torres, 1999; Kleihues & Cavenee, 2000),
refletindo a grande heterogeneidade destes tumores. Nos glioblastomas, por exemplo, a
positividade para GFAP varia nfo s em intensidade ¢ extensfio, mas também segundo o
componente celular analisado, sendo maior em células bem diferenciadas ¢ gemistocitos, e
menor em células pequenas e indiferenciadas (Kleihues & Cavenee, 2000). Além disso,
em algumas linhagens gliais, com a desdiferenciagiio progressiva ao longo de inGimeros
subcultivos, a quantidade de marcadores gliais produzida pode se tornar inferior ao limite
de detecgio do método imunoistoquimico (Weinstein & Kornblith, 1971; Diserens ef al.,
1981). Nesta eventualidade, torna-se Gtil a complementagiio do estudo com a andlise

ultraestrutural do heterotransplante, o que permite deflagrar algumas caracteristicas tipicas,
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embora ndo diagndsticas, do fendtipo glial, bem como confirmar o grau de diferenciacio da
neoplasia (Weinstein & Kornblith, 1971; Diserens ez al., 19813,

Dentre as caracteristicas ultraestruturais de importancia para o diagndstico de uma
neoplasia astrocitéria, destaca-se o achado de filamentos intermediirios (7-1Inm) e
microfibrilas intracitoplasmaticas (5-7nm) em quantidade variavel segundo o grau de
diferenciagio da célula (Weinstein & Kornblith, 1971; Diserens ef al., 1981; Dickersin,
2000). Contudo, vale lembrar que o diagnéstico diferencial entre GFAP, vimentina ¢ outros
filamentos intermediarios ndo relacionados & linhagem glial (e.g., citoqueratinas) ndo pode
ser feito & microscopia eletrdnica em bases meramente morfométricas (os filamentos
intermediarios sio idénticos entre si). Para tanto, é necesséria a utilizag8o de metodologia
imunologica, i.e., imunomicroscopia eletronica (Erlandson, 1994).

A despeito da relativa inespecificidade destes achados ultraestruturais {quando
tomados isoladamente), pode-se defender a analise ultraestrutural {qualitativa ¢
morfométrica) como um recurso adjuvante na caracterizacio histogenética de linhagens
gliais. Por um lado, seu emprego em paralelo & imunoistoquimica convencional pode
fornecer evidéncias adicionais a confirmar a natureza glial de uma linhagem, quando os
marcadores imunoistoquimicos forem indubitavelmente positivos. Por outro, na
eventualidade da abordagem imunoistoquimica convencional falhar, a detecgdio de
caracteristicas ultraestruturais compativeis ou sugestivas de diferenciacio glial, tais como
filamentos intermediarios, pode indicar de maneira mais racional a realizacdo de

imunomicroscopia eletrdnica (uma técnica mais complexa e onerosa).

Justificativa

Constituem grandes dificuldades no estabelecimento de linhagens celulares gliais
permanentes: a desdiferenciagio celular, a diferenciagio divergente ¢ a contaminacfo
celular. As duas primeiras, que se verificam com freqiténcia ao longo de um subcultivo
seriado, consistem, respectivamente: (1) na perda de caracteristicas morfol6gicas
(citologicas, arquiteturais, imunofenotipicas, ultraestruturais, etc.) consideradas tipicas do

tecido original e (2) no ganho de atributos usualmente ausentes neste e tipicos de outros
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tecidos (Diserens ef al, 1981; Welch ef al, 1995). O tltimo fendmeno, por sua vez, decorre
da incapacidade das células de interesse em se adaptar as condigdes de cultura ou enxertia,
dando lugar a células com vantagens adaptativas. Estas podem corresponder a células pré-
existentes na amostra do tumor parental (e.g., fibroblastos), no hospedeiro do xenoenxerto
ou introduzidas por descuidos técnicos a partir de outras fontes externas.

Apesar das similaridades morfolégicas com um glioblastoma, a natureza glial da
linhagem NG97 ainda ndo foi devidamente demonstrada. Constituem motivos para se
suspeitar da ocorréncia de desdiferenciag@o/ diferenciagio divergente ou de contaminagio
celular: (1) a diferenca de grau histologico entre o tumor parental {um astrocitoma
anapléasico ou grau III) e o xenoenxerto {um possivel glioblastoma ou astrocitoma grau IV},
bem como {2) a morfologia bifésica apresentada pelas células de cultura (ac microscépio de
contraste de fase) e pelo xenoenxerto.

E fundamental para a validagio da linhagem NG97 enquanto modelo de glioma, a
apresentacdo de evidéncias que comprovem sua natureza glial. A perda de caracteristicas
gliais e/ou o desenvolvimento de diferenciacio divergente podem limitar e até mesmo
impedir qualquer generalizagio de resultados baseados em estudos de fisiopatologia ou de
teste terapéutico que utilizem a linhagem NG97 como protdtipo de glioma. Assim sendo,
neste estudo, a manutencdo do fendtipo glial, bem como o desenvolvimento de
caracteristicas divergentes foram investigados utilizando a pesquisa de marcadores

imunoistoquimicos e analise ultraestrutural.
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OBJETIVOS




Objetive geral

Verificar a manutenc3o de caracteristicas gliais na linhagem NG97 (células de
cultura e heterotransplante), por meic de imunofenotipagem ¢ andlise ultraestrutural,
pesquisandc em paralelo a ocorréncia de diferenciaciio divergente e/ ou contaminagio

celular.

Objetivos especificos

1. Revisar as  caracteristicas  clinico-evolutivas,  imagenologicas e
imunomorfoldgicas do tumor original (parental), com o intuito de re-classifica-
lo (re-gradua-lo) segundo os critérios da OMS.

2. Determinar o perfil imunoistoquimico do glioma maligno que originou a
linhagem NG97 (tumor parental) através da freqliéncia e intensidade de
positividade para antigenos relacionados a diferentes classes ontogenéticas.

3. Utilizando o mesmo painel de anticorpos ¢ pardmetros de andlise, determinar o
perfil imunocitoquimico e imunoistoquimico da linhagem NG97 (ie., das
células em cultura e do heterotransplante, respectivamente).

4. Descrever as principais diferengas imunofenotipicas entre o tumor original,
células NG97 em cultura e xenoenxerto.

5. Discriminar as diferengas imunofenotipicas entre as subpopulagdes celulares da
linhagem (células redondas X fusiformes/dendriticas).

6. Pesquisar a presenga de caracteristicas ultraestruturais sugestivas de
diferenciacio glial e/ou indicativas de diferenciagio divergente/ contaminagio

celular no xenotransplante da linhagem NG97.
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DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo de carater descritivo.

OBTENCAO DO TECIDO TUMORAL E DA LINHAGEM CELULAR NG97:
RESUMO DO PROCEDIMENTO DESCRITO POR GRIPPO et al. (2001)

O espécime tumoral foi gentilmente fornecido pelo Departamento de Neurocirurgia
do Hospital de Clinicas da Umniversidade Estadual de Campinas, HC-Unicamp,
imediatamente ap0s sua exérese, ocorrida em julho de 1997. Durante este procedimento
cirtirgico diagndstico, o tumor - um glioma maligno - foi parcialmente ressecado do lobo
temporal direito de um paciente masculino (N.G.) de 66 anos de idade.

Parte do material assim obtido foi enviada para o Departamento de Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Biologia — Unicamp, para o desenvolvimente da linhagem
celular glial maligna NGY7.

O restante do espécime foi enviado, como de costume, para o Departamento de
Anatomia Patoldgica do HC-Unicamp, para exame histopatoldgico de rotina, o qual revelou
uma neoplasia hipercelular, composta de astrécitos com atipia citologica leve a moderada,
esparsas figuras de mitose (sem proliferagio vascular ou necrose), entdo classificada como
um astrocitoma anaplasico (astrocitoma grau IIl, OMS).

A fim de ser cultivado, o tumor foi seccionado em fragmentos de 1 a 2 mm
aproximadamente. Estes foram dispostos no fundo de frascos plasticos Falcon (25 cm?)
contendo 5mL de meio de cultura RPMI 1640 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
Estados Unidos da América), complementado com soro fetal bovino (SFB) inativado a 20%
(Nutricell Campinas, SP, Brasil), 500UI de penicilina G (100UI/mL) e 500ug de
estreptomicina (100 ug/mL).

A cultura foi incubada a 37 C em atmosfera umidificada, com 5% de CO,. Quando a
cultura priméria atingiv confluéncia, as células foram transferidas para outro frasco,

mediante tratamento com tripsina a 0,05% e EDTA a 0,02% (GIBCO BRL, Edinburgh,




Escocia), € mantidas no mesmo meio. Em seguida, as culturas foram submetidas
seqilencialmente ao mesmo procedimento, configurando cada ftransferéncia, uma
"passagem” ou “repique”. Foram obtidas cerca de 120 passagens. Grandes quantidades de
células NG97 foram congeladas rotineiramente em varias passagens diferentes e estocadas
em sore fetal bovino contendo sulféxido de dimetila a 1% (DMSO, Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, Estados Unidos da América), a -80'C em nitrogénio liquido, para utilizacio

posterior.

MANUTENCAO E PREPARO DA LINHAGEM

Atualmente, quando necessdrio, as passagens de interesse sio descongeladas e
transferidas para garrafas de cultura de células (75 cm?) contendo meio de crescimento
(RPMI 1640) suplementado com SFB 5%, 0,5 mg/mL de glutamina e antibiéticos (100pg/1
de penicilina, 100mg/l de estreptomicina e 50ug/mL de neomicina).

As culturas so incubadas em estufa a 37° C, em atmosfera umida de ar e 5% de
COa,. As células sfio “repicadas™ duas vezes por semana utilizando-se tripsina (0,05%) e
EDTA (0,02%) (GIBCO BRL, Grand Island, NY, Estados Unidos da América).

Freqentemente as culturas sio testadas para detecgfio de micoplasma e novas
amostras sdo estocadas a —80° C, em nitrogénio liquido, conforme descrito acima, para uso
posterior (a viabilidade apds o descongelamento permanece entre 93 ¢ 98%). O estoque
localiza-se no Departamento de Microbiologia e¢ Imunologia, Instituto de Biologia
Unicamp.

Para 0 experimento proposto, selecionamos duas amostras referentes as passagens
“33” (P33) e “16” (P16). Uma vez selecionadas as passagens, suas células foram
descongeladas, novamente semeadas em meio de cultura e cultivadas até fornecerem
material suficiente para a realizaciio de todos os estudos imunocitoquimicos, bem como
para o xenoenxerto em camundongos atimicos congénitos (nude) previamente preparados

para esta finalidade.
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CRESCIMENTO DA LINHAGEM NG97 “in vive” (HETEROTRANSPLANTE OU
XENOENXERTO HETEROTOPICO)

Animais atimicos congénitos {(nw/nu) da linhagem C3H/Uni {animais nude)’, de
ambos os sexos (n= 6), ¢ com 8 semanas de idade foram obtidos do Cemib/Unicamp,
transferidos para o biotério do Departamento de Imunologia ¢ Microbiologia do Instituto de
Biologia — Unicamp e mantidos em isoladores flexiveis tipo TREXLER com 4gua e ragdes
estéreis fornecidas ad libitum, sob temperatura constante de 20° C a 25° C e com um ciclo
de fotoperiodo de 12/12 horas.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos:

= Nugive (N= 2): animais gue ndo sofreram qualquer manipulacio cirtirgica,
servindo como um controle para o desenvolvimento espontineo de
neoplasia.

= Experimental T (N= 2); animais submetidos & inje¢iio s.c. de células da
linhagem NG97 (1x10°), referentes & passagem P33.

» Experimental 2 (N= 2): animais submetidos a injeciio s.c. de células da
linhagem NG97 (1x10%), referentes & passagem P16.

As inoculagdes de células tumorais foram realizadas com técnica asséptica, ie.,
apos tricotomia de uma area de lem?, limpeza com solugio tdpica de iodopovidona a 10%
(PVPD) e colocagio de campos estéreis, em local previamente desinfetado e de pouco
trinsito, no Departamento de Microbiologia e Imunologia, Unicamp.

O crescimento da massa tumoral “in vive” foi acompanhado trés vezes por semana.
A cada avaliacfio o volume tumoral foi determinado segundo a equago V= (ax b x
¢)/6em’, onde a, b e ¢ correspondem aos trés maiores eixos perpendiculares do tumor. Apds
atingirem o volume de 2 em’, ou quando os animais apresentaram sinais clinicos de
caquexia, os tumores foram removidos, processados e encaminhados a exame
histopatologico e imunoistoguimico.

Para a resseccdo dos tumores, os animais foram anestesiados com uma mistura de
Ketamina (Ketalar®, 20mg/ml; Parke-Davis, Sdo Paulo, Brasil} e Xilazina (Rompun®,

0,3mg/mL; Bayer, Sio Paulo, Brasil), diluidas em salina e administradas i.p. na dose de

' Vide descri¢do sumaria sobre este modelo animal no Anexo 2.




0,07mL/10g de peso corporal. Apds a exérese do tumor, os animais experimentais foram
sacrificados por deslocamento cervical. Os animais Naive também sofreram eutanésia por
deslocamento cervical, sob anestesia, no mesmo dia de seus respectivos pares
experimentais.

Todos os procedimentos foram executados de acordo com as normas éticas
estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagic Animal (COBEA) ¢
encaminhados & aprovago pela Comissio de Etica da Faculdade de Ciéncias Meédicas da
Unicamp, bem como pelo Comité de Etica em Experimentagio Animal (CEEA) do

Instituto de Biologia (IB) da Unicamp.

IMUNOFENOTIPAGEM
Marcadores de histogénese

A determinagio das propriedades imunofenotipicas da linhagem celular NG-97 foi
realizada atraves dos métodos imunocitoquimico ¢ imunoistoquimico. Esta determinagdo
procurou contemplar ndo apenas a confirmacio de caracteristicas gliais como também a
pesquisa de possivel diferenciacdo divergente. Para tanto, fez-se necessaria a realizagio de

um amplo painel de anticorpos:
* Marcadores neurais/ neurogliais

o Anti-GFAP: anti-proteina dcida fibrilar glial (anticorpo policlonal
de coetho anti-GFAP de vaca). Imundgeno: GFAP isolada de medula
espinhal de vaca. Apresentagdo: fragdo imunoglobulina purificada a
partir do anti-soro de coetho, com titulo de anticorpos inferior a 10%.
Especificidade: reage fortemente com GFAP humana e de outras dez
espécies (gato, galinha, vaca, cobaia, hamster, canguryu, macaco,
camundongo, rato e carneiro). Fornecedor: DAKOCYTOMATION
(DAKO), Carpenteria, Califérnia, Estados Unidos da América
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{codigo: Z0334). DiluigBo preconizada: 1:100-1:500 (utilizada:
1:100).

Anti-vimentina (anticorpo monoclonal murino anti-vimentina).
Imundgeno: vimentina purificada de cristalino porcino. Clone: V9.
Apresentagdo: 190mg/E de IgG murina. Especificidade: este clone
reconhece a vimentina, uma proteina de 57kD presente em células
gliais (imaturas, reacionais ¢ neoplasicas) e células de origem
mesenquimatosa. Fornecedor: DAKO (cddigo: MO725). Diluigao
preconizada: 1:10-1:50 (utilizada: 1:10).

Anti-proteina S8-100 (anticorpo policlonal de coelho anti-vaca).
Imunégeno: S-100 isolado de cérebro de vaca. Apresentacio: titulo
de anticorpos de 95mg/L. Especificidade: reage fortemente com S-
100 humana {(reagfo cruzada), uma proteina expressa em glia,
estruturas neurais ¢ células melanociticas. Fornecedor: DAKO
(codigo: Z0311). Diluigdo preconizada: 1:200-1:400 (utilizada:
1:200).

Anti-NSE: anti-enolase neurdnioc-especifica (anticorpo monoclonal
murino anti-enolase neurbnio-especifica humana). Imundgeno:
gama-gama enolase purificada de c¢érebro humano. Clone:
BBS/NC/VI-H14. Apresentago: 430ug/mL de IgG murina.
Especificidade: este clone reconhece a enolase gama-gama.
Fornecedor: DAKO (cddigo: M873). Diluigdio preconizada: 1:100-
1:200 (utilizada: 1:100).

Anti-Leu-7 (anticorpo monoclonal murino anti-natural killer cell-
like humana)., Imundgeno: linfocitos sangiiineos periféricos. Clone:
NK1. Apresentacdo: 388ug/mL de 1gG murina. Especificidade: este

clone reconhece um antigeno linfocitério resistente & fixagdio com




formalina (CD57), expresso também em nervos periféricos.
Fornecedor: DAKO (cédigo: M1014). Diluicgo preconizada: 1:50-
1:75 (utilizada: 1:50).

o Anti-HMB45® (anticorpe  monoclonal murino  anti-melanoma
humano). Imundgeno: extrato de metdstases linfonodais de
melanoma pigmentado. Clone: HMB45. Apresentagdo: 64pg/mL de
IgG murina. Especificidade: este clone reconhece uma cadeia
oligossacaridica lateral, neuraminidase sensivel, de um
glicoconjugade presente em melanossomos imaturos (Fornecedor:
DAKO (codigo: M0634). Diluigio preconizada: 1:10-1:50 {utilizada:
1:50).

= Marcadores neuronais

o Anti-neurofilamento (anticorpo  monoclonal murino  anti-
neurofilamento humano). Imundgeno: neurofilamento purificado de
cérebro humano. Clone: 2F11. Apresentagiio: 345g/L de IgG murina.
Especificidade: este clone reconhece os componentes de 200kD e
70kD das trés principais subunidades polipeptidicas  dos
neurofilamentos, os quais estfio presentes em neurdnios normais e
nas principais neoplasias com diferenciacio neuronal. Fornecedor:
DAKO (codigo: MO0762). Diluigio preconizada: 1:50-1:100
(utilizada: 1:50),

O Anti-cromogranina (anticorpo de coelho anti-cromogranina A
humana). Imunégeno: metade C-terminal de cromogranina A
purificada de wurina de pacientes com sindrome carcindide.

Apresentagdo: concentragdo protéica de 3.6g/L. Especificidade: este

? Incluimos este anticorpo no grupo dos marcadores neurais, dada 2 sua especificidade no diagnostico do
melanoma, uma neopiasia maligna de melanécitos, i.e., em Gltima analise, células derivadas da crista neural.
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anticorpo reage & cromogranina A (porgdo C-terminal). Fornecedor:
DAKO (cédigo: A0430). Dilui¢do preconizada: 1:50-1:100
(utilizada: 1:50).

o Aunti-sinaptofisina (anticorpo de coelho anti-sinaptofisina humana).
Imunégeno:  sinaptofisina  humana  sintética acopiéda com
ovalbumina. Apresentagdo: concentragdo protéica de 0,3g/L.
Especificidade: reconhece uma seqiiéncia peptidica hidrofilica
selecionada da seqiiéncia de amino-dcidos deduzida da sinaptofisina.
Formnecedor: DAKO (codigo: A0010). Dilui¢iio preconizada: 1:50-
1:100 (utilizada: 1:50).

® Marcadores epiteliais

o Anti-AE1AE3 (anticorpo monoclonal murino anti-citoqueratina
humana). Imundgeno: queratina epidérmica humana. Clones: AE1 e
AE3. Apresentag@o: 87ug/mL de lgG murina. Especificidade: o
clone AE1 reconhece as citoqueratinas (cks) da subfamilia acida (i.e.,
cks de 36.5, 50, 50°, 48 e 40 kD) ao passo que o clone AE3
reconhece as citoqueratinas da subfamilia basica (citoqueratinas de
65-67, 64, 59, 58, 52 kD). Fornecedor: DAKO (codigo: M3515).
Diluigdo preconizada: 1:50 (utilizada: 1:50).

o Anti-35pH11/ck8 (anticorpo monoclonal murino anti-citoqueratina 8
humana, ou citoqueratina de baixo peso molecular). Imundgeno:
extratoc de citoesqueleto de Hep3B (uma linhagem celular de
carcinoma hepatocelular humano). Clone: 35BH11. Apresentacdo:
511pg/mL de IgG murina. Especificidade: este clone reconhece uma

proteina de 54kD correspondente a ck8, presente em todos os




epitélios ndo escamosos. Fornecedor: DAKO (codigo: M631).

Diluig#o preconizada: 1:25-1:50 (utilizada: 1:50).

o Anti-34BE12 (anticorpo monoclonal murino anti-citoqueratina
humana, ou citoqueratina de alto peso molecular). Imundgeno:
queratina solubilizada extraida de extrato cémeo humano. Clone:
34BE12. Apresentacio: 55ug/mL de IgG murina. Especificidade:
este clone identifica proteinas de 66 ¢ 57kD extraidas de extrato
comneo, reagindo principalmente com epitélios escamosos e ductais,
quer s¢jam normais ou neopldsicos {e.g., mama, pancreas, ductos
biliares, etc.). Fornecedor: DAKO (codigo: MO0630). Diluigio

preconizada: 1:50 (utilizada: idem).

* Marcadores mesenquimatosos

© Anti-desmina (anticorpo monoclonal murino anti-destmina humana).
Imunégeno: desmina purificada de musculo humano. Clone: D33.
Apresentag@o: 220mg/L de IgG murina. Especificidade: este clone
reconhece o filamento intermediario desmina de 53kD presente em
c€lulas musculares ¢ em tumores derivados tanto de misculo liso
quanto de misculo estriado. Fornecedor: DAKO (codigo: MO760).
Diluigdo preconizada: 1:50-1:100 (utilizada: 1:50).

O Anti-1A4: anti-actina de miscule liso humana (anticorpo
monoclonal murino anti- actina de masculo liso humanay.
Imunégeno: decapeptideo sintético N-terminal da actina o de
misculo liso. Clone: 1A4. Apresentagio: 90g/L de IgG murina.
Especificidade: este clone reconhece a actina de musculo liso
humana. Fornecedor: DAKO (codigo: MO851). Diluicio
preconizada: 1:50-1:100 (utilizada: 1:50).
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o Anti-HHF35, actina muscular especifica {anticorpo monoclonal
murino anti-actina muscular humana). Imundgeno: uma fracio
protéica do miocardio. Clone: HHF33. Apresentacdo: 50ug/ml. de
IgG murina. Especificidade: este clone reconhece uma proteina de 42
kD, presente em preparages purificadas de muscule esquelético,
aorta, utero, diafragma e coragfio, ndo reagindo com actinas de
origem ndo-muscular. Fornecedor: DAKQO (codigo: MO635).

Diluigdo preconizada: 1:50 (utilizada: idem).

o Anti-MyoD1 (anticorpo monoclonal murino anti- MyoD1).
Imunodgeno: proteina MyoD1 murina do tipo selvagem recombinante.
Clone: 5.8A. Apresentagio: 1035 pg/ml. de IgG murina.
Especificidade: a proteina MyoDI ¢ uma fosfoproteina nuclear de
45kD que induz a miogénese através da ativac3o transcripcional de
genes musculo-especificos. A expressio nuclear desta proteina €
caracteristica de musculo esquelético, sendo um marcador sensivel
de diferenciagio miogénica. Fornecedor: DAKO (codigo: M3512).
Diluigdo preconizada: 1:50-1:75 (utilizada: 1:50).

»  Marcadores linfoides/ hemopoiéticos:

o Anti-CD34 (anticorpo monoclonal murino anti-CD34 humano,
classe IT). Imundgeno: endotélio isolado de vénulas humanas. Clone:
QBEnd 10. Apresentagdo: S0mg/L de IgG murina. Especificidade:
este clone reconhece células KG-1a (uma linhagem celular primitiva
de leucemia mieldide), bem como células endoteliais capilares.
Fornecedor: DAKO (cddigo: M7165). Diluigiio preconizada: 1:25-
1:50 (utilizada: 1:50).




© Anti-CD45 (anticorpo monoclonal murino anti-antigeno leucocitrio
comum humano). Imundgeno: linfécitos periféricos humanos
mantidos em fator de crescimento para célula T (clone PD7/26/ 16} e
células de linfoma T (clone 2B11). Clones: PD7/26/16 ¢ 2B11.
Apresentago: 273pug/mL de IgG murina. Especificidade: este clone
reconhece o chamado antigeno leucocitério comum (familia de 5 ou
mais glicoproteinas de alto peso molecular presentes na maioria dos
leucdcitos humanos). Fornecedor: DAKO (cédigo: M701). Diluicdo
preconizada: 1:50-1:200 (utilizada: 1:50).

o Anpti-CD20 (anticorpo monoclonal murino anti-célula B humana).
Imundgeno: células B de tonsilas humanas. Clone: L26.
Apresentagdo: 3550g/L de IgG murina. Especificidade: este clone
recophece um polipeptideo de 33kD presente em células B,
relacionado ao antigeno CD20. Fornecedor: DAKO (cédigo:
M0O755). Dilui¢do preconizada: 1:50-1:100 (utilizada: 1:50).

©  Anti-CD68 (anticorpo monoclonal murino anti-macréfago humano).
Imunégeno:  grinulos lisossomais de macrofagos pulmonares
humanos. Clone: KP1. Apresentagdo: 360mg/L de IgG murina.
Especificidade: este clone reconhece macréfagos de uma grande
variedade de tecidos. Fornecedor: DAKO (codigo: M0814). Dilui¢do
preconizada: 1:50-1:100 (utilizada: 1:50).

Preparo do material citolégico

Ao atingirem semi-confluéneia, as culturas referentes as passagens selecionadas

foram tripsinizadas (tripsina a 0,05% e EDTA a 0,02% [GIBCO BRL, Edinburgh, Escécial)

a fim de liberar as células aderidas na superficie dos frascos.
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A solucio de tripsina foi entdio neutralizada com meio de cultura (RPMI 1640,
complementado com soro fetal bovino inativado a 20%) e a mistura, centrifugada por 10
minutos a 150X g, em um frasco de S0mL..

Descartado o sobrenadante, o "pellet” foi ressuspenso em uma solucBio salina
balanceada de 0,5mL, acertando-se o numero de células para 10° células/mL. Células
contidas em 100uL foram assentadas em l8minas previamente tratadas com poli-Lysina,
utilizando citocentrifuga por 7 minutos a 150X g. As ldminas assim obtidas foram imersas
em acetona 100% a 4°C, por 5 minutos, para fixagio. O processo foi repetido até a obtengdo
de amostras suficientes para todas as anélises.

Todas as laminas foram entfio identificadas ¢ transferidas para um recipiente
apropriado o qual foi conservado em ambiente refrigerado a —27°C, até o momento da
realizaciio da reagfio imunocitoquimica. Foram realizadas, para cada marcador, duas
laminas citologicas. LAminas suplementares foram reservadas para o propdsito de controle
negativo (duas liminas por bateria de coloragOes). Finalmente, do total de laminas
realizadas, duas foram aleatoriamente selecionadas e coradas em hematoxilina-eosina (HE),

para revisdo das principais caracteristicas morfoldgicas.

Preparo do material histolégico

Uma vez ressecada, a les3o tumoral foi seccionada imediatamente em fatias com
espessura maxima de 0,2cm as quais foram fixadas em formaldeido a 10% tamponado (pH
7.4-7.6), por um periodo inferior a 24 horas.

Ap6s a fixagdo, o material foi processado automaticamente em aparelho
histotécnico (i.e., submetido a desidratagfo, diafanizagiio e impregnacgiio por parafina, por
meio de banhos consecutivos de dlcoois em concentragBes crescentes, xilol e parafina),
sendo finalmente incluido em blocos de parafina.

Secgdes de 4um, realizadas a partir destes blocos, foram colocadas em laminas
previamente lavadas, desengorduradas e tratadas com solugfio de organosilano a 25% em

acetona (3-ainopropil-trietoxi-silano, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, Estados Unidos




da América; cod. A3648). As laminas com os cortes foram deixadas i temperatura
ambiente até o momento da reagio imunoistoquimica,

Cortes histologicos de 4um também foram obtidos a partir dos blocos de parafina
que continham o tumor original e submetidos a0 mesmo protocolo. Estes blocos sio
mantidos atualmente no arquivo do Departamento de Anatomia Patologica, FCM -
Unicamp.

Foram realizadas, para cada marcador/entidade, duas ldminas histologicas. Um
estoque de laminas suplementares foi reservado para o propdsito de controle negativo (duas
Jaminas por bateria de coloragfes). Além disso, do total de 14minas realizadas, duas foram
aleatoriamente selecionadas de cada entidade ¢ coradas em hematoxilina-eosina (HE), para
revisdo das principais caracteristicas morfologicas.

Cumpre aqui mencionar que a revisfio dos achados morfolégicas do tumor parental
revelou um astrocitoma com caracteristicas limitrofes entre um grau II e um grau 11, OMS
(vide “Resultados”, para pormenores). Com o intuito de melhor precisar a graduagdo
histoldgica deste tumor, procedemos 4 revisio do prontuario (visando o levantamento de
dados clinico-evolutivos e radioldgicos), bem como 2 determinagdo do indice de
prolifera¢do celular através do marcador imunoistoquimico Ki67 {clone Ki-S5, DAKO,
codigo M7187; 1:50).

Reacdo de imunoperoxidase em material citoligico (imunocitoquimica)

O anticorpo primério foi gotejado sobre o preparado citolégico na dilui¢do adequada
e incubado durante o dia (overday), por 2 horas a temperatura ambiente.

Apés a incubagdo, as laminas foram lavadas trés vezes em PBS, sob agitacio,
secadas e incubadas com EnVision Labeled Polymer Component (DAKOCYTOMATION,
Carpenteria, Califérnia, Estados Unidos da América) por uma hora a 37° C. Terminada a
incubagfo, foram realizadas trés lavagens em PBS, sob agitagfo.

Para a revelagdo da reagfio foi utilizado um substrato cromogénico - a solugiio DAB
(tetraidrocloreto de 3-3'-diaminobenzidina, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, Estados

Unidos da América) na proporgio de 0,06g para 100mL de PBS-, 500ul de H;0, a 20
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volumes e 1mL de DMSO (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, Estados Unidos da
América), por ¢cinco minutos a 37° C.

O material foi lavado em dgua corrente e contracorado com hematoxilina de Mayer
durante 30 a 60 segundos. As laminas foram desidratadas em banhos de alcool etilico em
concentracdes crescentes, ¢ encaminhadas a trés banhos de xilol, para em seguida serem
montadas em laminulas e resina Entellan® (Merck, Dermstad, Alemanha).

Preparados citolégicos correspondentes (i.e., extraidos da mesma passagem ou
repique de cultura) sem o anticorpo primério foram utilizados como controles negativos. Os
diferentes anticorpos, seus padrdes de positividade esperados e respectivos controles

positivos encontram-se resumidos no Apéndice 1.

Reagio de imunoperoxidase em material histolégico (imunoistoquimica)

As seccdes foram desparafinizadas em banho de xilol previamente aquecido em
estufa a 110° C e, a seguir, em banhos subseqgiientes de xilol 4 temperatura ambiente. Logo
apds este processo, as laminas foram hidratadas em alcool etilico nmas concentragdes
decrescentes de 100%, 80% e 50% e lavadas em agua corrente ¢ destilada.

A atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada por meio de trés banhos de H,O;
a 10 volumes cada um, com durag@o de cinco minutos, seguidos de lavagens em PBS.

Para recuperagio antigénica foi utilizada uma panela a vapor T-fall, com o objetivo
de desmascarar os antigenos. As laminas foram imersas em tamp#o citrato de sodio, em pH
6,0 durante 30 minutos a 95° C ¢, a seguir, lavadas em 4gua corrente.

Apds a recuperagiio do antigeno, procedeu-se exatamente como o descrito no item
anterior (“Reagdo de imunoperoxidase em material citologico™).

Secgdes correspondentes do heterotransplante e do tumor original, ndo incubadas
com o anticorpo primdrio, foram utilizadas como controles negativos. Os diferentes
anticorpos, seus padrbes de positividade esperados e seus respectivos controles positivos

encontram-se resumidos no Apéndice 1.




ANALISE DE DADOS

Andlise quantitativa

Imagens representativas das coloragBes realizadas no tumor original e passagem
P33 da linhagem NG97 (HE e rea¢Ses imunoquimicas) foram obtidas utilizande uma
cidmera CCD Olympus Oly-200 (Olympus, Melville, NY, Estados Unidos da América)
adaptada a um microscopio Olympus BX51 (Olympus, Melville, NY, Estados Unidos da
Ameérica), equipado com uma objetiva de 40X (abertura numérica de 0.65). As imagens
foram adquiridas e estocadas no formato Bitmap (BMP). A freqliéncia de células positivas
bem como a intensidade da reagiio foram avaliadas utilizando o programa de anélise de

imagens Imagelab 2000% (versio 24), que permite a contagem e segmentagio manual de

células e areas (Fig. 2).
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A frequéncia de células positivas foi determinada em 500 células aleatoriamente
contadas em areas de maior positividade (*hotspots ”), em ambas as 1aminas realizadas para
cada marcador/entidade. O nlmero de imagens necessarias a fim de se obter 500 células
variou conforme a entidade (tumor original, células de cultura ¢ xenoenxerto) e o marcador
analisados. No caso do xenotransplante, do total de 500 células contadas para cada
marcador, foram discriminadas ainda as freqgiiéncias relativas de positividade dentro das
subpopulagdes de células redondas e fusiformes/dendriticas. A fim de complementar a
revisdo morfoldgica, a freqiiéncia de células redondas ¢ fusiformes em 500 células contadas
em cortes HE do xenotransplante também foi determinada utilizando a ferramenta de
contagem manual do programa Imagelab 2000® (versio 2.4).

Com relagBo ao céleulo da intensidade de reagfio, foram selecionadas, para cada
entidade, cinco imagens contendo o maior nimero possivel de células positivas. Este
niimero variou entre 1 a 100 células/imagem, dependendo da entidade e do marcador
avaliados. Em cada uma destas imagens, a intensidade de coloragiio foi mensurada em
unidades de densidade Optica média do pixel (DO), dentro de uma escala de 1 (escurb ao
maximo) a 256 (claro ao méximo).

Em resumo, para o célculo da DO, as células positivas presentes em cada imagem
foram “isoladas” utilizando a ferramenta de segmentagio manual do programa de andlise de
imagens. Uma vez isoladas, a DO deste conjunto de células foi mensurado
automaticamente através da ferramenta “Calculo de Regides”. Em seguida, calculou-se a
média das DOs obtidas em cinco imagens de cada 1dmina, visando obter-se um valor tinico
de DO para cada entidade.

Com o intuito de remover variagSes inespecificas de densidade (i.e., reagio de
fundo), a DO referente a intensidade de positividade em cada entidade foi normalizada em
relagdo a DO média de areas negativas também selecionadas em cinco imagens diferentes,
para cada entidade. Este procedimento de normalizagdo envolveu a seguinte férmula:

DON = DOyeg— DOpos, onde

DON significa densidade optica média normalizada, DOy, se refere 2 densidade
optica média de dreas negativas (em cinco imagens selecionadas) e DOy, & densidade
Optica média de 4dreas positivas {em cinco imagens selecionadas). Como as reagdes

imunoquimicas foram realizadas em duplicata, para cada {dmina analisada, calculamos uma
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DON. Assim, para cada marcador/entidade, a DON final foi expressa em média + desvio
padrio das duplicatas.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa SPSS® para Windows
(versdo 8.0). Diferencas na freqiiéncia de células positivas entre as entidades e entre os
subtipos celulares (células redondas X fusiformes) foram analisadas pelo Qui-quadrado.
Diferen¢as de intensidade de positividade entre entidades e tipos celulares foram avaliadas
pela ANOVA (anélise de varidncia). Um valor de P inferior a 0,05 foi considerado como

estatisticamente significativo.

Validade interna do estudo

MutacGes esponténeas levando a alteragdes fenotipicas aleatorias sdio observadas em
muitas culturas de c¢lulas, desde as primeiras descrigdes de cultivo celular (Langdon,
2003b). Trata-se de um fendmeno esperado, isto é, com probabilidade crescente de
incidéncia ao longo de sucessivos subcultivos (Rossman ef ai, 1995), embora imprevisivel
cronologicamente (nio se pode prever se ocorrera, mem em que passagem ecle se
manifestara).

A variagio fenotipica no decorrer do cultivo seriado representa um dos parimetros
de estabilidade de uma linhagem, de grande relevancia para a reprodutibilidade de estudos
baseados em linhagens celulares (vide Introdugfo). Dependendo da intensidade ou do efeito
cumulativo, tais modificagdes fenotipicas (sejam morfoldgicas, bioquimicas, metabdlicas,
etc.) podem levar ocasionalmente ao nascimento de entidades biolégicas diferentes entre si
e muito distintas do tecido parental. Muitas vezes, contudo, estas variacbes sdo leves e
despreziveis do ponto de vista bioldgico, ndo comprometendo a consisténcia do modelo
experimental.

Assim sendo, ap6s procedermos & analise comparativa entre a linhagem NG97 e seu
tumor parental, foi preciso avaliar a estabilidade desta linhagem ao longo de seu subcultivo,
i.e., pesquisar a ocorréncia de discrepdncias fenotipicas entre as passagens selecionadas
neste estudo (P16 ¢ P33), que justificasse eventualmente a separacio destas aliquotas de

estocagem em entidades bioldgicas distintas. Como se estava & busca de diferencas
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qualitativas grosseiras que pudessem invalidar as conclusdes extraidas a partir da
compara¢do tumor original X linhagem NG97, optou-se por uma abordagem qualitativa/
semiquantitativa (e nfio uma abordagem quantitativa minuciosa).

Esta abordagem qualitativa/semi-quantitativa consistiu na classificagio subjetiva da
distribui¢do de células positivas nos “hotspots” em ausente (0%), focal (<25%) ou difusa
(>26%), e da intensidade da reagfic em ausente (0), leve (+), moderada (++) ou intensa
(+++). Este procedimento foi realizado por dois patologistas independentes utilizando um
microscdpio oOptico (didmetro de campo de 490 um). Os resultados discrepantes foram

revisados em conjunto pelos mesmos patologistas, até a obtengdo de um consenso.

MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Apls a exérese, parte dos produtos do xenoenxerto de células NG97 (P33) em
camundongos nude foi seccionada em fragmentos de 1xImm, que foram imersos em
solugdo fixadora de Kamovsky (glutaraldeido a 2,5% + paraformaldeido a 2%, em tamp3o
cacodilato a 0,1M), por cerca de 24 horas, pos-fixados em tetréxido de ésmio (OsOy) a 1%
por duas horas, ¢ deixados durante a noite em solugio de acetato de uranila a 0,5 %. Os
blocos foram desidratados em concentragdes crescentes de acetona (30%, 30min; 50%,
15min; 70%, 15min; 90%, 15min; anidra I, 15min; anidra 1T, 15min) e incluidos em resina
epoxida (Araldite®, Huntsman Advanced Materials, S8o Paulo, Brasil).

Cortes semi-finos de 1um foram obtidos em ultramicrétomo, corados em azul de
toluidina a 1% e examinados ao microscopio de luz com o intuito de selecionar campos de
interesse para cortes ultrafinos. Estes foram obtidos com navalha de diamante, montados
em grades de cobre, corados com citrato de chumbo e observados ao microscépio
eletronico de transmissdo (Zeiss EM10) do Departamento de Anatomia Patolégica, HC-
Unicamp, a 60kV.

Além de observar as caracteristicas morfoldgicas gerais do heterotransplante (i.e.,
variagOes de forma e tamanho das células e seus niicleos), pesquisou-se também a presenca
de filamentos intracitoplasmaticos, sendo estes caracterizados quanto ao difmetro médio ¢

classificados em microfilamentos (5-7nm) e filamentos intermediarios {7-11nm). Foram
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mensurados 50 filamentos, aleatoriamente selecionados, utilizando-se a ferramenta de
cleulo de distincias do programa Imagelab 2000° (versio 2.4) aplicada a
eletromicrografias com magnificacio final minima de 200.000X. Estas haviam sido
previamente digitalizadas com o scanner de mesa HP scanjet 7400C equipado com XPA

(adaptador para digitalizagdo de negativos) (Hewlett-Packard USA, Houston, TX, Estados
Unidos da América}, com resolugio de 2400dpi. )

BIBLIOTECA CENTRAL
BESENVOLVIMENTO
COLEGAD
GNICAMP
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IMUNOFENOTIPAGEM
Andlise imunofenotipica quantitativa

Tumor original (ou parental)

O exame dos cortes histolégicos do glioma parental da linhagem NG97, corados em
HE, revelou a presenga de uma neoplasia predominantemente hipercelular, constituida por
células semelhantes a astrocitos, com atipia nuclear leve a moderada, esparsas figuras de
mitose, porém sem areas de necrose ou neovasculariza¢do (Fig. 3). Notou-se que, embora a
presenca de atividade mitética (5 figuras de mitose em 50 CGA) fosse compativel com um
astrocitoma grau III OMS (diagnoéstico assumido por Grippo et al. [2001], no primeiro
trabalho publicado sobre esta linhagem), a celularidade e a atipia nuclear eram mais
sugestivas de um grau II, fato que levou a uma revisdo de prontudrio e & determinagdo do
indice proliferativo, no presente trabalho.

A andlise do prontuario revelou tratar-se de uma neoplasia de evolugdo rapida,
associada ao aparecimento abrupto de alteracGes da fala, marcha e perda de controle
esfincteriano, dois meses antes do diagndstico, em um paciente sem antecedentes mérbidos
prévios. Realizada a ressec¢@io parcial do tumor, notou-se o desenvolvimento de afasia e
hemiplegia esquerda. Ap6s 20 meses e 27 dias do diagnostico e tendo sido realizadas 32
sessdes de radioterapia craniana bilateral com feixes de raios gama através de equipamento
de cobalto (dose total de 5760cGy, em fra¢des didrias de 180cGy), o paciente evoluiu a

obito.
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Figura 3. Fotomicrografias do tumor parental apresentando areas mais celulares (a, c)
alternadas com 4areas de celularidade menos marcada e aspecto microcistico (b, d); atipia
citologica leve a moderada na maior parte da amostra (¢, d), exceto pela presenga de raras
células dotadas de nicleos bizarros (d, e, f). Presenca de esparsas figuras de mitose (g, h).
HE, aumentos originais: a, b= 200X; c, d= 400X e, f= 1000X; g, h= 400X [pormenores=
1000X])).
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As imagens de tomografia computadorizada (cortes axiais antes e apos infusdo de contraste
iodado) (Fig. 4) revelaram a presenca de extensa area de hipotenua¢do desde a regido
fronto- temporal até a regifio parietal na convexidade direita, com evidente efeito de massa,
desviando estruturas da linha média para o lado oposto e obliterando os ventriculos do
mesmo lado. Néo se demonstrou captago patolégica de contraste na regido descrita.

Nas imagens de ressonancia magnética (obtidas com técnica de spin-echo, em
seqiiéncias ponderadas em T1, com e sem contraste i.v., e T2) (Figs. 5 e 6) observou-se
uma volumosa lesdo expansiva, irregular, de limites pouco precisos, apresentando
hipossinal em T1 (Fig. 5) e hipersinal em T2 (Fig. 6). A tumoracfo era predominantemente
subcortical, projetando-se na regifio fronto-témporo-insular (Fig.5a,b; 6a,b), com extensfio
aos ndcleos da base e discretamente ao corpo caloso 3 direita (Fig.5¢,d). Além disso,
comprimia o ventriculo lateral direito e o terceiro ventriculo, com desvio das estruturas
ventro-medianas para a esquerda e apagamento de sulcos e fissuras em todo o hemisfério
direito (Fig. Sb-d; 6a). Da mesma forma que nas imagens de tomografia computadorizada,
ndo se observou impregnagéo andmala de contraste (F ig.5b-d). '

A imunomarcagdo do Ki67, por sua vez, revelou um indice proliferativo de 27%
(Fig. 7), estando as células positivas distribuidas de maneira homogénea ao longo da

amostra.
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Figuré 4. Cortes axiais tomograficos pré- (a) e pos- (b) infusdo de contraste iodado

mostrando extensa area de hipotenuagfo em regifo fronto-parieto-temporal direita, com
evidente efeito de massa, obliteracdo de ventriculos ipsilaterais ¢ desvio de estruturas da

linha média para o lado oposto. Auséncia de captagdo patoldgica de contraste na regido

descrita.
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Figura 5. Imagens de ressondncia magnética ponderadas em T1, com (b-d) e sem contraste
Lv. (a) apresentando 4rea irregular de hipossinal, com limites imprecisos,
predominantemente subéonical, projetando-se na regido fronto-témporo-insular. Nota-se
extensdo aos nucleos da base e discretamente ao corpo caloso a direita (c,d), além de
compressdo do ventriculo lateral direito e do terceiro ventriculo, desvio de estruturas
ventro-medianas para a esquerda e apagamento de sulcos e fissuras em todo o hemisfério

direito (b-d). Auséncia de impregnacéo anémala de contraste (b-d).
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Figura 6. Imagens axiais de ressonincia magnética ponderadas em T2 mostram uma
volumosa lesdo tumoral subcortical apresentando hipersinal, em regido fronto-témporo-
insular (a,b). Presenga de desvio de estruturas ventro-medianas para a esquerda e

apagamento de sulcos e fissuras em todo o hemisfério direito (a).
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Figura 7. Imunomarcagdo do Ki67: indice proliferativo de 27%. Distribuigio homogénea de células positivas (Reagio de

imunoperoxidase [Sistema Envision®], aumento original: 400X).
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Quanto ao imunofendtipo, observamos no tumor original uma expressdo moderada a
intensa (DON média variando entre 34,6+4 e 56,8+4) dos marcadores neurogliais GFAP, S-
100, NSE e Leu-7, em quase 100% das células (Fig. 8 e Tabela 2). A expressido de
vimentina foi focal (2,2%) e moderada (DON média de 28,4 + 9), enquanto todos os
demais marcadores histogenéticos foram consistentemente negativos (Tab. 2). Nas células
positivas, a expressdo dos marcadores neurogliais ¢ da vimentina (Fig.8) concentrou-se

tanto no citoplasma do corpo quanto no dos processos celulares.

Células NG97 em cultura (P33)

As células NG97 coletadas de culturas semi-confluentes para o estudo
imunocitoquimico caracterizaram-se por uma populacdo monétona de células redondas,
com citoplasma escasso e processos celulares curtos. (Fig. 9a,b). A maioria destas células
possuia um nucleo unico com multiplos nucléolos (Fig. 9a-c), havendo contudo algumas
células maiores (ainda assim arredondadas), com até quatro nucleos (Fig. 9d). Nesta
instancia, ndo foram detectadas células fusiformes ou dendriticas.

Virtualmente todas as células apresentaram uma positividade intensa para GFAP ¢
proteina S-100 (Fig. 10a,b), embora apenas algumas expressaram fracamente NSE (5%,
DON média de 16+4) e Leu-7 (1%, DON média de 28+4) (Fig. 10c,d; Tab. 2). Nota-se que
a intensidade de reacdo de GFAP (DON média de 51,1+6) e S100 (DON média de 64,3+2)
nas células de cultura foi significantemente maior que a observada no tumor original (DON
médiagpap= 40,61+4; DON médiag go= 56,8+4) e no xenoenxerto (DON médiagrap= 11,715;
DON médiagioo= 52,8+6) (P<0,05) (Tab. 2 e Apéndice 3). Todos os marcadores
neurogliais foram mais evidentes nos processos celulares rudimentares (Fig. 10a-d). Néo

foi detectada expressdo de vimentina, nem de qualquer outro marcador (Tab. 2).
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Figura 8. Imagens representativas do perfil imunoistoquimico da neoplasia original: (a)
GFAP, (b) proteina S-100, (c) NSE, (d) Leu-7 e (e) vimentina. Reag@o de imunoperoxidase

(sistema Envision®), aumentos originais: a,b,d,e= 400X; c= 1000X.
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Xenoenxerto NG97 (P33)

Como ilustrado na Fig. 11, o heterotransplante caracterizou-se por uma neoplasia
altamente agressiva, constituida por células arredondadas e fusiformes, distribuidas,
aparentemente, de maneira aleatoria, sendo o componente fusocelular predominante
(65,8%). Observaram-se com freqiiéncia figuras de mitose (Fig. 11a,b), necrose (Fig. 11¢)
e proliferagdo vascular (Fig. 11d). Nos animais Naive, nio se observou crescimento
tumoral.

A expressdo de GFAP caracterizou-se por “hotspots” ou agrupamentos discretos
contendo células positivas, distribuidos aleatoriamente ao longo do tecido (Fig. 12a). Em
campos de maior aumento contendo “hotspots”, aproximadamente metade das células
(48,2%) eram positivas, sendo a intensidade discretamente variavel e geralmente fraca
(DON média de 11,7+5) (Tab. 2). Tanto a freqiiéncia (48,2%) quanto a intensidade (DON
media de 11,7+5) de positividade para GFAP no xenoenxerto foram significantemente
menores que as do tumor parental e das células em cultura (P<0,05) (Tab. 2, Apéndices 2 e
3). |

A expressdo de NSE também se concentrou em “hotspots” (a propésito, maiores que
os de GFAP) caracterizados por uma positividade citoplasmatica granular, moderada (DON
média de 23,312) em cerca de 100% das células (Fig. 12¢, Tab. 2). A freqiiéncia de células
positivas nos “hotspots” do heterotransplante (100%) foi significantemente maior do que a
observada nas células de cultura (5%; P<0,0001) (Tab. 2, Apéndice 2). A intensidade de
colorag@o no xenoenxerto foi igualmente maior do que a observada nas células de cultura
(respectivamente, 23,3+3 X 1642, P<0,002) (Tab. 2, Apéndice 3)..

A positividade para a proteina S-100 foi difusa (100% das células) e intensa (DON
média de 52,8+6) no tumor, em padrido nuclear e citoplasmatico (Fig. 12b, Tab. 2,
Apéndices 2 e 3). Assim como os marcadores GFAP e NSE, a proteina S-100 foi detectada
similarmente em ambos os subtipos celulares (célula redondas e fusiformes/dendriticas)
(p>0,05) (Fig. 12b, Tab. 2). Todos os demais marcadores, incluindo Leu-7 e vimentina

foram negativos no heterotransplante.
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Figura 11. Fotomicrografias representativas do xenoenxerto da linhagem NG97 exibindo caracteristicas glioblastoma-similes:
hipercelularidade (a-d), atipia citolégica proeminente (a,b), mitoses freqiientes (a,b), necrose em pseudopaligada (c) e proliferagdo

vascular (d). HE, aumentos originais: a,b= 200X, ¢,d= 400X.
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Figura 12. Perfil imunofenotipico do heterotransplante NG97: expressdo de GFAP (a), proteina S-100 (b) ¢ NSE (c). Reagfio de

imunoperoxidase (sistema Envision®), aumentos originais: a,b= 400X; c= 1000X.
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Validade interna do estudo

Os resultados referentes a analise comparativa simplificada entre os perfis
imunofenotipicos das passagens P16 e P33 encontram-se discriminados na Tabela 3 e Fig.
13. Em resumo, em ambas as passagens analisadas sio demonstrados os principais
marcadores neurogliais (GFAP, S-100 e NSE) em freqiiéncia e intensidade muito
semelhantes, ndo havendo expressdo de quaisquer dos demais marcadores histogenéticos.
Pequenas diferencas entre as passagens analisadas, sobretudo quanto a intensidade de

positividade dos marcadores GFAP, NSE e S-100 foram encontradas.

Resultados



Tabela 3. Perfis imunofenotipicos das passagens P16 e P33 (positividade em éareas

contendo “hotspots”).

Marcador Células NG97 de cultura Xenoenxerto NG97
P16 P33 P16 P33

D' I D I D I D I
GFAP Difuso +++ Difuso +++ Difuso +-++ Difuso +-++
S-100 Difuso +++ Difuso +++ Difuso ++ Difuso +++
NSE Focal +-++ Focal + Difuso +-++ Difuso ++
Leu-7 Focal + Focal + Ausente 0 Ausente 0
Vim® Ausente 0  Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0
Outros* Ausente 0  Ausente 0 Ausente 0 Ausente 0

'Distribui¢io da fragio de células positivas, “Intensidade da reagdo de peroxidase,

. . 4 . . .
3vimentina, * Outros marcadores (neurofilamento, sinaptofisina, cromogranina, AE1AE3,

35BH11, 34BE12, desmina, 1A4, HHF35, MyoD1, HMB45, CD34, CD45, CD20, CD68).
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Figura 13. Comparagdo entre os perfis imunofenotipicos das passagens P16 (a-g,
fotomicrografias maiores) e P33 (a-g, inser¢des). Imunoexpressio de GFAP (a, ¢), S-100
(b,D), NSE (c,g) e Leu-7 (d). Células em cultura= a-d; xenotransplante= e-g. Reacdo de

imunoperoxidase (sistema Envision®), aumentos originais: a-f= 400X; g= 1000X.
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ANALISE ULTRAESTRUTURAL

No exame ultraestrutural, o xenoenxerto NG97 caracterizou-se por uma populagdo
polimorfa de células atipicas, com elevada razio nicleo-citoplasma (Fig. 14). Nesta
instancia, foi possivel observar com maior riqueza de pormenores tanto os limites
citoplasmaticos como os contornos nucleares, fato que levou a identificacio de um espectro
de formas mais amplo que o suspeitado & microscopia optica convencional (analise ao HE)
(Fig. 14). Apesar de ampliado, o espectro morfoldgico continuou a comportar, em um
extremo, células pequenas e arredondas, e, noutro, células mais volumosas, ora poligonais,
ora fusiformes (Fig. 14). Entre os dois extremos morfolégicos, observou-se ainda uma
variedade de formas intermediarias ou transicionais, que combinavam aleatoriamente
elementos caracteristicos dos dois polos (Fig. 15).

Além de menores, as chamadas células redondas apresentavam habitualmente
citoplasma escasso, projecdes citoplasmaticas rudimentares ou ausentes e niicleo ovalado/
pouco convoluto. Geralmente eram encontradas em intima aposi¢io, formando ninhos
discretos (Figs. 14 e 16). O polo dendritico-simile/fusiforme, por outro lado, era
caracterizado por células mais volumosas, com processos citoplasmaticos bem
desenvolvidos € niticleos bizarros, dotados de cromatina grumosa e nucléolo proeminente
(Figs. 14 e 17). Os corpos celulares destas células maiores mostravam-se separados por
quantidades varidveis de prolongamentos citoplasmaticos “enovelados”, 4 semelhanga de

um verdadeiro neurdpilo (Fig. 17).

Resultados



86

sopoynsay




66

sopoynsay

"opusurword
o[og[onu =u ‘oa[onu =N ‘(wriz :ogdeoyrudews op vLRq (X(07L'9) (Se101d SBIOS) SOPIAJOAUSSIP UIdQ SAIR[N[3D s0ssad01d op sepraoid
9 (4ss) SOULIOJISNY BIO “(44) STeUOSI[Od BIO ‘SESOWIN[OA STRW SBIN[PD ‘ONnou ‘0 ‘(eourlq BIOS) SAIPRIUSWIPNI SAIB[N[D S0s59001d
op sepejop 9 () Sepe[eao/sepuopaiie ‘seuonboad senjpd owanxs wWn WO Jepodwod B enunuod 0o139[oyow oxndadss o ‘operjdwe
op Iesady ‘euocroucAuod eondo eidodsororu g opeArssqo o oanb ojdwe syewr seuwio] ap onoadse wn wipquie) 3s-eloN ewse[dolro

-09]ONU OBZEI BPBAJ[® WOD Se[n[po op eduosard ® opuensnyl /gON OMOXUSIOUSX Op eAnejussardor erjerSoronu-uongry *p eanSiy

ey 9
wil
L =t
x,m €3
Lo R
L

BIBLIOTECA CENTRAL
DESENVOLVINENTO




Resultados
100



101

sopvynsay

"oo[onu
=N ‘(] :oedesrjudew op vlIeq $X(GE 87) QULIOJISN] BWN 3 RPUOPAL B[N[PO BUUN S1UD STRUOIJISUR) SBOISLIdORIED BIISOW “ZoA ens Jod
‘D, “OIWUIS-001LIPUSP B[N0 BLUN OP SAJBI[ONU SBONSLISIORILD Bjudsalde ‘ojueius ou ‘o Jousw suawijeuororodoid 9 g, ‘ojuowednide

9]1S3p BSOWINJOA STell © J2S 9P Jesade JmﬁﬁOﬁOh BN[20 eWIN 3P SaJedfonu 2 mﬁomﬁmﬁumm?ﬁvumo SBOIISLISJORIBD SB BAJOSUOD V., ”mouﬂwm:o,toa

SOWIDI)XO SIOP SOB OBdR[aI WO SBLIPIPSULIdIUL SBOIISLIONORIRD Opuejussaide se[n(eo op odni8 win op e1jeiSosonu-uonry ST vansn



Resultados

102



€01
sopoymsay

‘0a1onu =N ‘(wny :ogdeoyudews
op elRq X7SE07 Housuuod ou ‘fwrigiox] :ogdeoymuSew op vieq X00071) (B19S) sorejusunpnr soonewse[dojo sojusureduojord

os-wejou ‘(ogdrosur) Jououiod oN ‘opdisode WUl WS SEPUOPAI SBIN9O OP SOYUIU Opuejudsaide selyeIS0IoIW-uosR[y *91 viIndig



Resultados

104



Figura 17. Elétron-micrografia ilustrando um agrupamento de células poligonais/fusiformes em detalhe. Nas areas tracejadas:

entrelagamento imbricado de processos celulares simulando um neurdpilo (10.320X, barra de magnificagdo: 1x0,2um).

Resultados

105



Filamentos intra-citoplasmaticos (Fig.18) com dismetro médio de 11,82 + 1,8nm
(didmetro minimo: 9,04; didmetro méximo: 14,27), foram encontrados em quase todas as
células (independentemente do subtipo morfolégico), porém em escassa quantidade. Do
ponto de vista de localizagdo intracelular, estes filamentos intermediarios foram observados
tanto nos processos citoplasmaticos (Figs. 18a,b) quanto na regifio peri-nuclear (Figs.
18a,¢). Em algumas células, os filamentos foram encontrados em associagio com jungdes
intercelulares rudimentares desmossomo-similes (Fig. 19).

Além de filamentos intermediarios, o citoplasma das células neopldsicas mostrou
riqueza em mitocOndrias e em reticulo endoplasmético rugoso, independentemente do
subtipo morfoldgico (Figs. 20,21).

O intersticio era caracterizado por (1) substancia fundamental amorfa escassa e, em
raras ocasides, por (2) uma matriz fibrilar constituida de fibras colagenas, geralmente em
arranjo paralelo. Além de escassas, estas fibras nfo pareciam participar da composigio de
laminas externas (Fig. 21).

Néo foram observados sinais ultraestruturais de diferenciagio divergente.
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Figura 18. Elétron-micrografias apresentando escassos filamentos em regifio peri-nuclear
(a e b) e em processos celulares bem desenvolvidos (a e ¢). Aumentos originais: (a)=
33.600X; (b)= 134.400X e (c)= 67.200X (barra de magnificagio= 1 Um, em todas as

micrografias). N= nticleo; m= mitocéndrias.
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Figura 19. Elétron-micrografia ilustrando filamentos intermediarios citoplasmaticos (seta branca) associados a estrutura desmossomo-

simile (seta preta) (70875X; barra de magnificagdo: 250X50nm). N= nicleo; n= nucléolo; m= mitocondria.
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Figura 20. Elétron-micrografia apresentando reticulo endoplasmatico rugoso (RER) bem desenvolvido (17300X, barra de

magnificagio: 1x0,2(um). N= nucleo; I= lisossomo; g= complexo de Golgi; m= mitocondria; n= nucléolo.
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Figura 21. Elétron-micrografias representativas do xenotransplante ilustrando espagos intercelulares: na maioria das vezes, nota-se
escassa substancia amorfa fundamental (a e b); em raras instincias, contudo, observa-se a presenca de fibras colagenas (c e d — 4reas

tracejadas e setas). Em “a”, observar a riqueza de mitoc6ndrias. N= niicleo; m= mitocondrias.
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Validacdo imunaofenotipica e ultraestrutural da linhagem NG97

No sentido amplo, o termo validagcio pode ser definido como um ato documentado
que visa demonstrar que um procedimento, processo, equipamento, material, operagio ou
sistema ¢ capaz de gerar certos resultados de maneira fidedigna e reprodutivel, isto é,
conforme o esperado (FDA, 1993; ANVISA, 2003). Durante o estabelecimento e
caracterizagdio de uma linhagem celular qualquer, o estudo de validagio constitui uma
forma de controle de qualidade. Ele confirma as caracteristicas genéticas e/ou fenotipicas
(morfol6gicas, bioquimicas, etc) que tornam a linhagem um modelo experimental de uma
entidade ou fendmeno especifico, garantindo, em Wultima andlise, a validade externa
(capacidade de generalizacdo de conhecimentos) de futuros estudos aplicados (Langdon,
2003b). O presente trabalho contribui para a validagio da linhagem NG97, através da
investigacio de suas caracteristicas imunofenotipicas ¢ ultraestruturais.

O estudo de caracterizacdo imunofenotipica realizado neste trabalho teve como
objetivos fundamentais confirmar a histogénese da linhagem (isto é, sua origem numa
célula de glioma) e pesquisar o desenvolvimento de linhas divergentes de diferenciagio. A
realizag@io deste tipo de caracterizacdo se justifica principalmente na heterogeneidade ¢
elevado grau de indiferenciagio da linhagem quando em arranjo histiotipico (isto é, quando
em monocamadas, durante o cultivo in vitro, ou ao formar um tecido de caracteristicas
malignas apos transplante heterotépico em camundongos nude) (Grippo et al., 2001). Este
estudo baseia-se no pressuposto fundamental de que as neoplasias podem conservar a
expressio de alguns antigenos caracteristicos do tecido normal de origem ou modificar este
perfil antigénico através de alteragSes génicas (delegio, mulagio ou modulagio de
expressdo) espontdneas ou secundarias a estimulos do micro-ambiente (Kaufman et al.,
1984; Gould, 1986; Alves et al., 1999).

No caso especifico da linhagem NG97, a definicdo do perfil imunofenotipico
consistiu na pesquisa direcionada dos principais marcadores neurogliais (uma vez que a
origem hipotética da linhagem era um astrocitoma) ¢ numa espécie de triagem para
expressdo aberrante de marcadores tipicos de outras linhas de diferenciacdo, utilizando
anticorpos comercialmente disponiveis. No que se refere & confirmacfo do imunofendtipo

glial, a abordagem adotada nio diferiu significantemente do proposto na literatura. Na
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grande maioria dos estudos, utiliza-se um painel minimo voltado para a identificagdo de
GFAP (considerado o marcador glial mais especifico, apesar das excegdes anecdoticas), S-
100 (o mais sensivel) e, por vezes, vimentina (considerado um marcador de imaturidade)
(Diserens ef al., 1981; Hay, 1989; Welch et al., 1995; Perzelova et al., 1998; Kruse e
al., 1998;). Além destes, o presente estudo utilizou NSE ¢ Leu-7, e introduziu pela primeira
vez na literatura 2 preocupagio em se descartar diferenciacio divergente através de um
amplo painel de marcadores tecido-especificos.

Antes de se afirmar que a auséncia de um marcador glial tipico constitui prova de
indiferenciagdo ou que a expressfo de marcador nfo-glial representa indicio de
diferenciagdo andmala, era preciso conhecer o suposto tecido de origem (fumor parental).
Dada a heterogeneidade imunofenotipica dos gliomas ¢ linhagens gliais em geral (Diserens
et al., 1981; Welch ef al., 1995; Perzelova et al., 1998; Kruse et al., 1998; Kleihues &
Cavenee, 2000), a mera auséncia de um marcador tipico ou presenca de um marcador
aberrante na linhagem poderia ser reflexo do perfil do tumor original e nfio uma
caracteristica adquirida ao longo do desenvolvimento da cultura de células. Assim sendo, a
andlise de histogénese incluiu a caracterizagio do tumor parental.

O tumor original era uma neoplasia astrocitica difusa que comprometia os lobos
frontal, parietal ¢ temporal em um paciente de sessenta e seis anos, sem antecedentes
patoldgicos prévios. Do ponto de vista de graduagdo histoldgica, a neoplasia apresentava
caracteristicas superponiveis entre um astrocitoma grau II e grau I (OMS). A atipia
citologica era leve na grande maioria do tumor, sendo mais compativel com a de um
astrocitoma difuso grau II. Por outro lado, a presenca de esparsas figuras de mitose
sugeriam tratar-se de um glioma de alto grau. Esta dificuldade em se graduar o tumor
original deveu-se em parte & propria ambigiiidade dos critérios propostos pela OMS.

Em um trecho do manual de Patologia e Genética editado pela OMS, afirma-se que
os astrocitomas anaplasicos (grau II) seriam caracterizados por atividade mitdtica
“evidente, 6bvia”' (“marked mitotic activity”) (Kleihues & Cavenee, 2000). J4 em outro
trecho, admite-se que a presenga de uma tnica figura de mitose néio impede o diagndstico
de astrocitoma grau II (Kleibues & Cavenee, 2000). Entende-se, a partir destas duas

assergdes, que “marked mitotic activity” deve ser bem mais que uma tUnica figura de

" MARKED. adj. clear, noticiable, easily seen (...) (Oxford — Advanced Learner’s Dictionary, 1989).
NOTICIABLE: evidente, dbvio. (Colins GEM Engish-Portuguese Dictionary, 1987).
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mitose. Contudo, uma definigfo mais precisa (e.g., um ponto de corte) ndo é claramente
estabelecida no texto. Isto dificulta a classificagio de casos como o tumor original da
linhagem NG97, onde a contagem de mitoses fica entre “mais que uma” e menos que
“atividade mitdtica evidente”.

Em func@o desta divida, procedemos 4 revis3o dos achados clinico-radiolégicos € &
determinagdo do indice de proliferagiio celular através da imunomarcaciio do Ki67. Do
ponto de vista clinico, a neoplasia parental caracterizou-se por um aparecimento subito ¢
rapida evolugdo para Obito, a despeito dos esforgos terapéuticos instituidos - dados que
favorecem o diagnostico de um astrocitoma de alto grau (grau IIl ou IV) de nove (Ellison et
al., 1998). Por outro lado, a auséncia de captagfio de contraste (gliomas de alto grau em
geral s@o captantes) sugere uma neoplasia de baixo grau sem sinais de progressio
{Kleihues & Cavenee, 2000).

Para terminar o impasse, a imunomarcagio pelo Ki67 revelou um elevadissimo
indice proliferativo - 27%-, mais compativel até com o de um glioblastoma (indice de
proliferacdo médio entre 15-20%) do que com o de um astrocitoma anaplésico (indice de
proliferagio média entre 5-10%) ou menos ainda com o de um grau II (inferior a 4%)
(Kleihues & Cavenee, 2000). Somam-se a estes dados indicativos de uma neoplasia de alto
grau, achados morfolégicos obtidos com o recorte seriado do bloco de parafina do tumor.
Nestes recortes histologicos corados em HE, foram encontradas mais figuras de mitose,
esparsas células dotadas de nicleos bizarros, bem como raros exemplos de multinucleagfo.
Na auséncia de necrose e proliferacio vascular e em conjunto com os dados clinicos, estes
achados imunomorfoldgicos permitiram o diagnéstico conclusivo de um astrocitoma grau
III (astrocitoma anaplasico).

Como o esperado, tanto a neoplasia original quanto as células em cultura da
linhagem NG97 expressaram o0s principais marcadores neurogliais disponiveis
comercialmente: GFAP, S-100, NSE e Leu-7. A falta de reatividade para outros marcadores
tecido-especificos indicou auséncia de diferenciagdo divergente, nestas entidades. Contudo,
diferengas quanto a expressio de marcadores gliais foram observadas. Em relag3o ao tumor
parental, as células NG97 expressaram quantidades similares de GFAP e proteina S-100,

porém significantemente menores de NSE, Leu-7 e vimentina. Isto sugere que a linhagem
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NG97 seja menos diferenciada que o tumor original (Morrison and Praysen, 2000;
Schiffer et al., 1986).

No heterotransplante, embora o S-100 ainda estive presente de maneira difusa e
intensa, houve uma diminuigio significativa da expressio de GFAP e perda completa da
expressdo de Leu-7, indicando indiferenciagio crescente em relagio ao tumor original
(tumor original< células em cultura< xenotransplante). Este fato é concordante com as
discrepancias morfologicas observadas entre o tumor original e o xenotransplante: aquele
apresentou caracteristicas compativeis com um astrocitoma grau Il enquanto este seria
comparavel a um glioblastoma multiforme (astrocitoma grau IV).

Alternativamente, estas variagSes imunofenotipicas poderiam ser explicadas por
diferencas na concentragdo de substancias como o acido l4tico, no micro-ambiente celular.
Nesse sentido, Takeshita et al. (1990), relataram que culturas celulares de glioma tendem a
diminuir, por selegio negativa, o nimero de células GFAP positivas ¢ aumentar a
freqiiéncia relativa de células produtoras de NSE, quando expostas ao acido latico, de
maneira dose-dependente. Contudo, a modulaggo do perfil imunoquimico de uma linhagem
celular pelo seu micro-ambiente, ainda nio foi estabelecida para todos os marcadores
neurogliais, néo podendo assim explicar todas as variagdes observadas no presente estudo.

Cumpre ressaltar que o heterotransplante parece recuperar, pelo menos
parcialmente, tanto a fregiiéncia de células expressando NSE quanto a intensidade da
reagdo deste marcador, observadas no tumor parental e diminuidas nas células de cultura.
Contudo, este aumento na expressdo de NSE nfio necessariamente significa que as células
do enxerto recuperaram sua capacidade de produzir o marcador. Ao invés, esta observagio
pode decorrer de uma selegfio positiva e expansio de clones produtores de NSE, oriundos
das raras células NSE positivas presentes na amostra coletada diretamente da cultura. Como
mencionado anteriormente, a sele¢fo positiva de subclones NSE + pode estar relacionada a
um aumento na concentragdo de 4cido latico no microambiente celular do heterotransplante
(Takeshita et al., 1990). '

Com a indiferenciagio observada no heterotransplante em relagdo ao tumor original,
esperar-se-ia um aumento na expressfio de vimentina, considerado um marcador de glia
imatura ~ fato que nfo se concretiza. Sarria et al. (1994) relatam perda de expressdo de

vimentina, & imunoistoquimica, em células de glioma, em cultura, que exibem expressiva
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irregularidade nuclear & microscopia eletrénica. Por analogia, este poderia ser o caso do
heterotransplante NG97 que além de nfo expressar vimentina, apresenta células com
nicleos irregulares e pleomdrficos & microscopia eletrdnica. Contudo, este argumento é
invalidado pela auséncia de vimentina tanto nas células de cultura quanto nas células
redondas do xenotransplante, as quais apresentam nicleos arredondados, com pouca ou
nenhuma irregularidade de carioteca. E provével que a perda de vimentina na linhagem
como um todo esteja relacionada a selegio negativa de clones produtores de vimentina. A
perda de expressdo de vimentina em linhagens de glioblastoma € uma situago descrita em
algumas linhagens (Kruse, 1998).

Nio se pode deixar de notar a ocorréncia de um aumento na intensidade de reagfio
de GFAP e S-100 nas células NG97, em comparagdo com o tumor original ¢ o
xenotransplante. Este aparente incremento provavelmente reflete diferencas de preservagio
antigénica, devido a diferencas no processamento das amostras. A saber, as células de
cultura haviam sido submetidas apenas a fixagio em acetona anidra, ao passo que o tumor
original e o xenotransplante haviam sido fixados em formalina e submetidos a
processamento histoldgico para inclusdo em parafina.

Algumas das caracteristicas ultraestruturais observadas no xenoenxerto, tais como
pleomorfismo proeminente, entrelagamento de processos celulares 4 semelhanga de um
neurdpilo e escassez de filamentos intermediérios sfo consistentes com o diagndstico de
uma neoplasia glial, em particular de um glioblastoma (Erlandson, 1994), e ressaltam
ainda mais a natureza altamente indiferenciada das células tumorais. Assim como no estudo
imunofenotipico, ndo foram encontrados indicios de diferenciagdo divergente (e.g.,
sarcomeros rudimentares, pré-melanossomos, etc). E provavel qﬁe os filamentos
intermedidrios encontrados & microscopia eletrbnica correspondam a4 GFAP — o (nico
filamento intermediério detectado 4 imunoistoquimica. A discrepancia entre a freqiiéncia de
células positivas para GFAP (48,2%) e a percentagem de células dotadas de filamentos
intermedidrios 4 microscopia eletrénica (cerca de 100%) indica que este método é mais
sensivel que a imunofenotipagem na detecgfio destes filamentos, o que por sua vez justifica
0 emprego concomitante das duas técnicas.

Os filamentos intermediarios s&o um grupo diversificado de proteinas insoldvets,

primariamente intra-citoplasmaticas, com espessura média aproximada de 10nm, ie.,
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intermedidria & espessura de microfilamentos (6nm) e & de microtiibulos (25nm)
(Erlandson, 1994). Podem ser divididos em 6 grupos principais (citoqueratinas, vimentina,
desmina, filamentos gliais, neurofilamentos e lamininas nucleares), indistinguiveis a
microscopia eletrbnica, salvo quando combinada 2 técnica imunoistoquimica (imuno-
microscopia eletronica) (Erlandson, 1994). Assim, embora os filamentos encontrados no
tumor devam corresponder a filamentos gliais (GFAP), a presenca de outros filamentos
como a vimentina (em quantidade inferior ao limite de detecgio imunoquimica) s6 poderd
ser descartada completamente por imuno-microscopia eletrénica.

Em algumas c€lulas, os filamentos intermedidrios foram encontrados em associagfio
com jungdes intercelulares rudimentares desmossomo-similes. Estas jungdes foram
designadas como tal, por ndo apresentarem os critérios morfolégicos minimos para o
diagnéstico de um desmossomo “cléssico™, segundo o proposto por Ghadially (1988). Isto
€, apesar do aspecto geral semelhante a um desmosssomo, especialmente no que diz
respeito a presenca de filamentos intermediérios convergentes, nfio foram observados no
sitio destas estruturas desmossomo-simile: (1) um espago intercelular alargado contendo
material denso linear, nem (2) placas densas intracitoplasmaéticas pareadas. Enquanto o
achado de desmossomos “perfeitos” virtualmente garante que se esta diante de epitélio,
mesotélio, meninge ou de seus correspondentes neoplasicos, o encontro de estruturas
rudimentares desmossomo-similes nio tem qualquer significado para a andlise
histogenética, sendo descrito em uma ampla variedade de tumores malignos indiferenciados
(Ghadially, 1988; Erlandson, 1994), incluindo neoplasias gliais (Erlandson, 1994).

Dois tipos celulares - células redondas e fusiformes/ dendriticas - foram descritos
em um estudo anterior que observou a monocamada de células NG97 no frasco de cultura,
através de microscopia de contraste de fase - uma abordagem “in situ” (Grippo et al.,
2001). No presente estudo, estas subpopulagdes celulares também puderam ser observadas,
embora apenas ao exame histologico do xenoenxerto. Nesta instincia, no apenas células
redondas e fusiformes puderam ser vistas, como um amplo espectro de variagSes e nuangas
entre estes dois extremos. Células obtidas a partir da cultura, apds tripsiniza¢do ¢
citocentrifugacdo, eram, com raras excegdes, predominantemente pequenas, redondas ¢

monomorficas.
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Originalmente, postulava-se que estas duas subpopulagdes corresponderiam a
diferentes linhagens celulares, sendo as células fusiformes possivelmente de natureza
mesenquimatosas, quer por contaminagdo ou por diferenciagio divergente’. Esta idéia
baseia-se no fato de que, em algumas linhagens celulares (especialmente em passagens
precoces), € possivel observar-se a co-existéncia de células contaminantes, como
fibroblastos e linfocitos, oriundos de células pré-existentes na amostra de tecido parental
(Hay, 1989; Langdon, 2003b). Contudo, demonstrou-se imunocitoquimicamente que
ambos os tipos celulares expressam GFAP, S-100 e NSE, em freqiiéncia ¢ intensidade de
positividade semelhantes, fato que indicou comprometimento com o fenétipo glial.

E possivel que estas variagdes de forma estejam relacionadas a estruturas/ moléculas
de adesfo e/ou algum tipo de sinalizagiio celular uma vez que foram apreciadas apenas
quando as celulas NG97 estavam em contato umas com as outras, i.e., seja formando
monocamadas em cultura (Grippo ef al., 2001) ou um tecido (heterotransplante). Em
consondncia com esta hipdtese, foram encontradas pequenas jungdes intercelulares
desmossomo-similes ao exame ultraestrutural do heterotransplante.

Em estudo recente, paralelo ao presente trabalho, foi possivel dbservar, utilizando
microscopia eletrbnica de varredura, que os principais subtipos celulares da linhagem
NG97 seguem uma cronologia de aparecimento durante o subcultivo celular (Machado et
al., 2005). Inicialmente, as culturas s3o constituidas predominantemente por células
redondas € pequenas. Em seguida, surgem células maiores e de aspecto dendritico-similes,
dotadas de prolongamentos citoplasméaticos longos e que interligam vérias células ao
mesmo tempo. Finalmente, aparecem células fusiformes e alongadas, que em certo
momento passam a predominar na populagdo de células (Machado ef al., 2005). Em todo
momento, estes dois Gltimos subtipos celulares coexistem com células redondas. Estas
observa¢des serviram de base para uma nova subclassificagio morfolégica que separa o
subtipo fusiforme do dendritico ¢ que introduz a hipdtese de que estes dois subtipos seriam
oriundos das células redondas (Machado er al., 2005). A variagio morfoldgica teria,
portanto, em primeira instincia um significado cronolégico: diferentes formas= diferentes

estadios de desenvolvimento.

? Dra. Liana Verinaud, comunicagio pessoal.
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Neste mesmo estudo, observou-se que os prolongamentos das células dendriticas
que interligavam varias células a0 mesmo tempo eram portadores de uma grande
quantidade de microvesiculas. Diante deste achado, os autores especularam que estas
vesiculas poderiam estar associadas  secregfio de biomoléculas sinalizadoras, uma vez que
o aparecimento deste subtipo celular estava associado a um aumento na cinética de
crescimento da cultura (Machado ef al., 2005). Uma das moléculas que poderiam estar
associadas a este crescimento € a proteina S-100, expressa tanto nas células de cultura
quanto nas cclulas do xenotransplante. A propésito, Zimmer et al. (1989) relataram uma
correlagdo positiva entre a excrecdo da proteina S-100 e a regulagfio do crescimento e
diferenciagfo de células da linhagem de glioblastoma C6. Se confirmadas, estas hipbteses
levariam o significado desta variacio morfolégica a um segundo nivel: o funcional.

Solimene e colaboradores (2001), ao estudarem uma linhagem celular derivada de
carcinoma colorretal humano, caracterizada por subpopulagdes morfologicamente distintas,
encontraram uma correlagdo interessante entre heterogeneidade citologica e diferencas -
funcionais. De acordo com este estudo, o subtipo fibroblastdide mais indiferenciado
(céhulas LISP-E11), Quando comparado & subpopulagdo epitelidide bem diferenciada
(células LISP-A10), apresentou menos moléculas de adesdo e uma maior capacidade de
migracdo em diregdo a proteinas matriciais, sendo, portanto, mais bem adaptada 2
metastatizagio. Com relagfio 4 linhagem NG97, a existéncia de uma correlagio entre

subtipos morfologicos e diferentes estados funcionais precisa ser mais bem esclarecida.

Validade interna do estudo

Os achados imunofenotipicos observados na passagem P33 foram amplamente
confirmados na passagem P16. Como esperado, a passagem P16 também expressou os
principais marcadores neurogliais (GFAP, S-100 e NSE) em fregiiéncia e intensidade muito
semelhantes, ndo expressando quaisquer dos demais marcadores histogenéticos. Pequenas
diferengas entre as passagens analisadas, sobretudo quanto i intensidade de positividade
dos marcadores GFAP, NSE e S-100 foram encontradas. Estas diferencas minimas, sejam

decorrentes de variagSes técnicas ou reflexo de alteragGes fenotipicas reais, nfio indicam
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perda significativa do fendtipo glial ou diferenciagio divergente, nfio possuindo, portanto,
importancia bioldgica no contexto deste estudo.

Pode-se dizer que a expressdo simultinea de GFAP, NSE e S-100 constitui um
padrio de referéncia para passagens precoces da linhagem NG97. Devido i possibilidade
constante de muta¢Oes génicas espontdneas ou modificagGes na expressio génica
secundarias a variagdes do micro-ambiente (Kaufman et al., 1984; Gould, 1986), ¢
importante que, em estudos futuros, este padrio de referéncia seja reproduzido nos grupos
controle. Assim, ¢ recomendével que, a cada estudo, as amostras de células NG97 sejam
submetidas a procedimentos de re-validagdo minima, isto é, direcionados para a
confirmagio da positividade de GFAP, NSE e $-100. Sendo o risco de deriva génica e
fenotipica maior nas passagens mais tardias (Rossman ef 4l., 1995), a utilizacio destas em
estudos aplicados deve ser evitada, quando a linhagem servir ao proposito de modelo de
glioma. Se optada pela utilizagio de uma passagem a despeito de modifica¢Ses fenotipicas
em relagdo ao padréo aqui estabelecido, estas devem ser claramente consignadas, sendo os
resultados do estudo discutidos a uz das mesmas, com as devidas ressalvas.

Diante de um universo recentemente ampliado de linhagens celulares de
glioblastoma comercialmente disponiveis (Langdon, 2003), a linhagem NG97 se destaca
em primeiro lugar pela forma com que foi estabelecida. Com este presente trabalho,
somam-se trés estudos infeiramente dedicados a caracterizagfio cinética, morfoldgica e
genética da linhagem (Grippo ef al., 2001; Schenka et al., 2005; Machado et al., 2005). A
publicacdo destes trabalhos em revistas especializadas, de grande circulagfo, remete estas
linhagens ao conhecimento e escrutinio da coletividade cientifica nacional e internacional
envolvida neste tipo de pesquisa, um feito raro entre as linhagens em uso corrente. Em
segundo lugar, esta linhagem se destaca como uma das poucas linhagens morfologicamente
classificadas como de glioblastoma, a expressar simultaneamente os marcadores GFAP,
NSE e 8-100, sem a necessidade de manipulagio do meio de cultura ou outras intervengdes
(Edstrom et al., 1973; Biguner et al.,, 1981; Kruse ef al., 1998). Pelo fato de ter se
originado de uma neoplasia mais bem diferenciada (astrocitoma grau III), esta linhagem
poderd ser particularmente 1til no estudo de mecanismos de diferenciagdo em gliomas

{genes envolvidos, moléculas endégenas e exdgenas moduladoras, etc.).

Discussdo



Apesar de ser mais uma linhagem disponivel para pesquisas no contexto
internacional, caracterizado pela existéncia de varios bancos de linhagens bem
estabelecidos e confidveis, no contexto nacional, esta linhagem de glioma configura a
primeira inteiramente desenvolvida aqui, com validagio estabelecida, descrita e discutida
na literatura internacional. Espera-se que a manutenciio desta linhagem nesta Universidade,
venha facilitar o acesso de pesquisadores nacionais a esta ferramenta, tendo em vista
aspectos econdmicos e logisticos, e, consequentemente, estimular a pesquisa voltada para o
glioblastoma neste pais.

Em resumo, este estudo contribui para o estabelecimento desta nova linhagem de
glioma humano, definindo suas principais caracteristicas imunofenotipicas e
ultracstruturais. Os dados indicam que, pelo menos do ponto de vista imunofenotipico e
morfolégico, a linhagem celular NG97 pode ser considerada como pura (i.e., ndo apresenta
sinais de contaminagfio celular) e comprometida com o fendtipo glial (i.e., nfio possui sinais
de diferenciagdo divergente). Uma vez que apresenta semelhanga considerdvel com um
glioblastoma, esta linhagem poderd ser utilizada em estudos de fisiopatologia e terapia

deste tumor.
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Resumidamente, o presente trabalho demonstra que:

I.

O tumor parental possui caracteristicas clinico-evolutivas € imunomorfologicas que

permitem o diagndstico, segundo os critérios da OMS, de um astrocitoma grau I1L

O perfil imunoistoquimico do tumor parental ¢ caracterizado pela expressio dos
marcadores neurogliais GFAP, NSE, proteina S-100, Leu-7 e vimentina, e pela auséncia

de expressdo de marcadores de outra linha de diferenciag@o.

O perfil imunoistoquimico da linhagem NG97 € caracterizado: (a) pela expressio de
GFAP, NSE e proteina S-100, tanto nas células de cultura quanto no xenotransplante;
(b) pela produgfo fraca e focal de Leu-7, apenas nas células de cultura; e (c) pela
negatividade para vimentina e demais marcadores histogenéticos em ambas as entidades

representativas da linhagem (células em cultura e xenotransplante).

Com relag@o as principais diferengas imunofenotipicas entre as entidades avaliadas: (a)
a GFAP foi mais difusa e intensa no tumor parental e células em cultura que no
xenotransplante; (b) a positividade para NSE, tanto em freqiiéncia como em
intensidade, foi maior no tumor original e no xenotransplante que nas células de cultura;
(c) a Leu-7 foi difusa e intensa no tumor original, sendo focai e fraca nas células de
cultura e ausente no xenotransplante; ¢ que (d) a vimentina foi focal e fraca no tumor

original, ndo sendo expressa na linhagem.

Do ponto de vista imunofenotipico, os subtipos da linhagem NG97 representam apenas

variantes morfologicas de uma mesma linha de diferenciagfio (a glial).

As caracteristicas ultraestruturais do xenotransplante sfo compativeis com as de uma
neoplasia glial indiferenciada, em particular com as de um glioblastoma multiforme; e,
finalmente, que, em conjunto com os dados imunofenotipicos, estas caracteristicas

indicam auséncia de diferenciagio divergente ou de contaminacfo celular.
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Anexo 1. Populagio bifasica de células NG97 em cultura, observadas ao microscopio de
contraste de fase (Fotomicrografia gentilmente cedida pela Dra. Liana Verinaud). A= célula

redonda; B= células fusiforme. Magnificag@o original: 200X.



ANEXO 2.

Camundongos nude

O camundongo nude recebe este nome gragas ao fato de nio apresentar pélos (vide
figura abaixe) quando portador do gene recessivo mutante sy em homozigose (nu/nu).
Nesta condigdo, além de nfio possuir pélos, o animal também nasce sem timo, 0 que o
impossibilita de gerar linfécitos T maduros. A falta destas células por sua vez, o impede de
desenvolver uma série de respostas imunes, tais como: producio de anticorpos mediada por
linfocitos T auxiliares CD4+, hipersensibilidade tardia (que requer linfécitos T CD4+),
destrui¢do de células infectadas por virus ou de células malignas (que requer linfécitos
CD8+ citotdxicos) e rejeigio a enxertos (que requer tanto linfocitos CD4+ quanto CD8+).

A auséncia de células T funcionantes impede camundongos nude de rejeitar néo
apenas aloenxertos como também Xenoenxertos. Sua capacidade de manter tecido humano
os torna ferramentas lteis na investigacio de intimeras questdes em Imunologia e
Oncologia.

(Adaptado de “The Nude Mouse”, por John W. Kimball, artigo disponivel em:
http//users.ren.com/jkimball. ma.ultranet/BiologyPages/N/NudeMouse.html. Acesso: 11 de
set. 2005).



Anexo 2. Camundongo nude portando xenoenxerto da linhagem NG97 (cortesia da Dra.

Liana Verinaud).
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APENDICE 1. Marcadores histogenéticos, padrdes de positividade tipicos e

respectivos controles positivos.

Marecador Padrioe de positividade Controle positivo
GFAP Citoplasma Astrocitoma
Vimentina Citoplasma Tecido conjuntivo
S-100 | Niicleo/citoplasma Schwannoma

NSE Citoplasma Tumer carcindide
Leu-7 Membrana/ citoplasma Linfonodo
HMBA45 Citoplasma Melanoma
Neurofilamento Citoplasma Cérebro normal
Cromogranina Citeplasma, granular Tumer carcindide
Sinaptofisina Citeplasma Tumor carcinéide
AE1AE3 Citoplasma Pele normal
35PpH11/ck8 Citoplasma Pulmie

‘34BE12 Citopiasm Pele normal
Desmina Citoplasma Miasculo estriado
1A4 Citoplasma Miisculo liso
HHF35 Citoplasma Musculo liso
MyoD1 Niicleo Rabdomiossarcoma
CD34 Citoplasma/membrana Tecido conjuntivo (vaso)
CD45 Membrana/ citoplasma Linfonodo

CD20 Membrana/ citoplasma Linfonodo

CDo8 Citoplasma/membrana Linfonodo

Ki67 Nicleo Carcinoma eat cell

GFAP= proteina acidica fibrilar glial; S100= proteina S100; NSE= enolase neurdnio-
especifica; Leu-7= marcador neural (CD57); HMB45= marcador melanocitico;
AEIAE3= citoqueratinas; 35pH11= citoqueratina de baixo peso molecular; 34PE12=
citoqueratina de alto peso molecular; 144= actina muscular lisa; HHF35= actina

muscular especifica; MyoDI= marcador de musculo esquelético; CD34= marcador de



endotélio; CD45= marcador pan-leucocitirio; CD20= marcador pan-B; CD68=

marcador macrofdgico; Ki67= marcador nuclear de proliferacéo celular.



APENDICE 2. Analise comparativa entre o tumor parental, as células NG97 em cultura e o

xenotransplante quanto & freqiiéncia de células pesitivas para os principais marcadores
neurogliais (GFAP, NSE e S-100).

%

B Tu original
— |BCélulas
ol {0 Xenotransplante

* P < 0,001

GFAP= proteina acidica fibrilar glial; S100= proteina S100; NSE= enolase neurénio-

especifica.




APENDICE 3. Andlise comparativa entre o tumor parental, as células NG97 em cultura € o

3

xenotransplante quanto & intensidade de positividade para os principais marcadores

neurogliais (GFAP, NSE ¢ S-100).

DON

B Tu original
Células
O Xenotransplante

GFAP NSE 5100

*% P < 0,001
* P < 0,05

DON= densidade optica média normalizada; GFAP= proteina acidica fibrilar glial;
S100= proteina S100; NSE= enolase neurénio-especifica.




