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RESUMO
MACHADO, CM.L. “ANALISE MORFOLOGICA, CITOGENETICA E
IMUNOFENOTIPICA DE UMA LINHAGEM DE GLIOBLASTOMA HUMANO:
NG97”.Dissertacdo de Mestrado, Departamento de Microbiologia e Imunologia,
Instituto de Biologia, UNICAMP,

Culturas de células malignas podem proporcionar multiplos medelos experimentais,
sendo instrumentos valiosos para a avaliacio dos eventos metabélicos e fatores fisiologicos
inerentes aos tumores, investigagio dos mecanismos de resisténcia & drogas e para o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.

Recentemente, uma nova linhagem celular de glioma, denominada NG-97, foi
estabelecida em nosso laboratorio a partir de tecido de paciente diagnosticado com
astrocitoma grau IIl. Esta linhagem foi subcultivada “in vifro”, por mais de 100 passagens,
em meio-padrio de cultura de células. Inicialmente, duas populacdes celulares
mofologicamente distintas puderam ser observadas apés o estabelecimento da linhagem:
uma composta por celulas pequenas ¢ arredondadas e outra composta por células maiores |
do tipo dendriticas. Em passagens elevadas, as células apresentaram um tempo de
duplicagdo de 72 horas, com eficiéncia de plaqueamento de 1%. Ainda, a injeciio das
células da linhagem NG-97 em camundongos congenitamente atimicos induziu a formacdo
de massas tumorais sélidas, que podiam ser re-transplantadas a cada quatro semanas,
indicando seu cardter maligno. Células obtidas da massa tumoral, quando colocadas em
cultura, apresentaram morfologia comparavel com as células da cultura original.

O objetivo do presente trabalho foi o estudo mais aprofundado das caracteristicas
morfologicas, genéticas e fenotipicas das células da linhagem NG97, visando a utilizacso
desta linhagem como ferramenta de estudo, tanto para um melhor entendimento da biologia
dos gliomas como para o desenvolvimento de novos agentes com potencial valor

terapéutico.
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neoplasias de S.N.C.

astrocitomas esta apresentada na tabela 1.

Astrocitoma pilociﬁc:)

Astrocitoma difuso

Baixo grau Atipia nuclear

Astrocitoma Atipia nuclear e mitose
Anaplésico

Glioblastoma Atipia, mitose, necrose e/ou
Multiforme vascularizacio

Gliomas sdo os tumores primarios mais comuns do Sistema Nervoso Central
(SNC), podendo-se onginar a partir de células gliais como astrocitos, oligodendrocitos,
células ependimais e células do plexo cordide (PARNEY er al, abril 2000). Respondem

por cerca de 3,9 6bitos/100.000 habitantes/ano e representam aproximadamente 50% das

A classificagBo dos gliomas humanos ¢é feita com base em critérios
histopatoidgicos. Atualmente, utiliza-se mais a determinada pela Organizagio Mundial
de Sande ( O .M.S) , através de critérios histoldgicos e de acordo com os diferentes
graus de malignidade, que os divide em astrocitomas (graus I, Tl e IV),
oligodendrogliomas (anaplasicos e de grau IT) e oligodendroastrocitomas (graus I, Ifl e

IV) (LOUIS ez al, 2001). Os critérios utilizados na determinagio da classe tumoral, em

Tabela 1 : Gradagio de diagndstico dos gliomas de origem astrocitaria dada pela
Organizagio Mundial de Saide




Introdugio

O astrocitoma de grau IV, também denominado de glioblastoma multiforme, é
extremamente agressivo uma vez que a massa tumoral cresce rapidamente, ¢ invasivo
pelo fato de ocorrer reincidéncia muito rapida apos ressecg3o do tumor. A presencga
deste tipo tumoral ¢ deflagrada por um comprometimento variado das fungBes
neurolégicas, de acordo com a regidio do cérebro afetada. A média de vida dos pacientes
acometidos por este tipo de tumor, e que sofrem ressecgdo cirlirgica, nfo supera dois
anos (PARNEY et af, 2000). O alto indice de mortalidade ¢ devido ao fato de o
tratamento convencional nfio apresentar grande eficacia pois é dificultado pela alta
heterogeneidade apresentada por este tipo tumoral. Pesquisas recentes vém sendo
realizadas no sentido de estabelecer uma relagdo entre a progressio genética € a
progressdo clinica com a finalidade de padronizar o diagnostico para o desenvolvimento
de novas e eficazes terapias.

A maioria das investigagdes tem demonstrado que as alteragdes genéticas estio
hgadas principalmente a dois eventos : (i) perdas de fungdes em genes supressores de
tumor responsaveis pelo controle da proliferagiio e diferenciagio celulares; e (ii) pela
super expressdo de proto-oncogenes, que levam ao desenvolvimento da neoplasia
(OSBORNE er a/, 2001).

Em gliomas, muitas das alteracdes observadas envolvem genes que controlam a
transicio da fase G1 para a fase S durante o ciclo celular. Mutagdes ou delegdes em
genes como o p33, retinoblastoma (RB1) e Kinase dependente de AMPc¢ (CDKN2) A/B
alteram o ciclo celular. Além disso, muitos genes produzem proteinas que podem alterar
as fungGes de outros genes. O gene CDKN2, por exemplo, codifica a proteina p16 que

atua sobre a proteina Rb, inibindo o evento de fosforilagiio de CDK4/ciclina D a qual é
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importante para a regulagio do ciclo celular. Amplificagdes e super-expressio de genes,
tais como CDK4 (kinase dependente de ciclina 4), CDK6 (kinase dependente de ciclina
6) e MMD?2, um oncogene regulador negativo de p33 e bel-2, também podem ocorrer.
As principais alteragGes genéticas conhecidas durante os estagios de
desenvolvimento dos gliomas estio apresentadas no quadro abaixo. Estas alterages
genéticas , combinadas & histopatologia levam a diferenciagio dentre os glioblastomas
primarios (de novo) e secunddrios. Ambas apresentam aspectos clinicos distintos, com

diferengas prognosticas ¢ terapéuticas (ARSLANTAS et al, 2004).

E Astrocito

=Mutacdo/delecdo do gene p53, perdas de 17p
»Expressdo excessiva de PDGF/PDGFR-o

sPerda em 22q

Astrocitoma

=Mutagdo do Rb em 13g
mPerda de TSGem 9q e 19q
=Expressdo de fatores angiogénicos e moléculas associadas a invasdo

Astrocitoma
anaplasico

*Perda de TSGem 10p e 10q
» Amplificagio do PDGFR

!

Glioblastoma secundario
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Astrocito

*Amplificacdo ¢ superexpressdode EGFR

4

Astrocitoma

» Amplificagio e super-expressio de MMIJ2
“Delegdio de pl6 '

Astrocitoma
anaplasico

*Perda de heterozzgosmade em l(}p ¢ 10q,
*Mutagdo do PTEN :

®AlteracSes no Rb -

Glioblastoma primario (de novo)

Quadro 1 : Sumdrio das alteragdes genéticas conhecidas na progresséio tumoral
do fendptipo astrocitoma a glioblastoma multiforme. (4) Alteragdes correlacionadas ao
Jfendtipo clinico/histopatoldgico glioblastoma secunddrio. (B) Alteragdes genéticas

associadas ao aparecimento do fenctipo glioblastoma primdrio (de novo)
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Com o objetivo de facilitar os estudos, proporcionando um melhor entendimento
da biologia dos gliomas astrocitirios, algumas linhagens celulares tém sido
estabelecidas a partir de fragmentos de gliomas humanos, estes obtidos apos resseccgdo
cirurgica da massa tumoral. Estas linhagens sdo amplamente utilizadas tanto de modelo
para testes de novos agentes com potencial teraputico, como também para investigacio
de marcadores de crescimento, ontogenia e malignidade, (WUNSCH FILHO &
GATTAS, 2001). Sendo assim & partir do estabelecimento destas linhagens celulares,
torna-se possivel o estudo das caracteristicas citogenéticas dos gliomas, a identificacio
de marcadores biologicos, para fins de diagndstico, e ainda investigagiio do possivel
potencial destes tipos tumorais em responder a drogas inibidoras de seu crescimento
(KANEMURA et af, 2001).

Os marcadores bioldgicos podem ser dados por moléculas de adesdo e proteinas de
citoesqueleto tipicas das células que deram origem ao tumor. Muitas destas moléculas sdo
determinantes de tipos celulares e importantes para a manutengdo da integridade celular,
morfologia ¢ crescimento (RUTKA ez al, 1994). Em células de origem glial destacam-se a
Proteina Acida Fibrilar Glial (GFAP), a vimentina e outras pequenas proteinas acidas
como, por exemplo, a S100 (SARRIA et al, 1994).

A GFAP, uma proteina de citoesqueleto, difere de microtitbulos e microfilamentos de
actina porque solugdes salinas contendo detergentes idnicos, que normalmente solubilizam
a maioria dos componentes celulares, ndo afetam as estruturas quimicas desta molécula.
Esta proteina define a ontogenia celular, apresentando papel importante na manutengio da
plasticidade ¢ na modulagdo do crescimento astrocitirio. A origem astrocitaria de uma

linhagem celular pode ser determinada por este filamento intermediario tanto em estados
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normais, quanto em estados patolégicos (PATEAU et ol 1979; RUTKA ef al, 1998).
RODNIGTH er al (1997) demonstraram, em culturas celulares, que a dissociagfio do
citoesqueleto, evento que precede a mitose, é regulada por um aumento de fosforilaciio
destas proteinas. Tambeém tem sido observada uma estreita relagio entre a diminuigio, ou
até mesmo a auséncia da expressio desta molécula de citoesqueleto, com o aumento do
grau de malignidade da célula tumoral (ROYMANS ef a/, 2001; BONGCAM-RUDLOFF et
al, 1991).

A vimentina, também um filamento intermedidrio de classe IIl, ¢ uma proteina
relacionada 4 plasticidade celular e nuclear. SARRIA er af (1994) demonstraram, em
linhagens tumorais humanas, irregularidades na morfologia nuclear associadas a um
bloqueio na expressio de vimentina. Células negativas para vimentina apresentaram
proeminéncias ¢ fissuras em seus nicleos, ao passo que células vimentina positivas nio
apresentaram as mesmas alteragOes descritas.

A 5100 ¢ uma proteina ligante de calcio e como tal aparece envolvida numa gama de
fungdes que envolvem o controle da progresséo celular durante a divisio, a ativacio de
enzimas € a regulacdo da contragfio muscular (MAZZUCCHELLI er al, 2002). Dentre as
varias subunidades diferentemente expressas, a S100A e a S100B aparecem como as mais
relevantes. A S100A tem sido utilizada como marcador de progndstico para os
glioblastomas, sendo a diminui¢fio de sua expresséo correlacionada a um prognostico
ruim. A S100B € expressa predominantemente em astrocitos, oligodendrdcitos e células de
Schwann. No mterior da célula, regula a dindmica do citoesqueleto através de dissociagdes
de filamentos de tubulina e ligagGes a proteinas fibrilares acidas (DAVEY et a/,2001). A

subunidade S100B ¢ expressa no citoplasma celular e estid envolvida na regulacdo do
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potencial de invasividade e metdstase, em diversas neoplasias. Favorecem a angiogénese, a
adesdo e proliferacio celular e ainda participam da remodelagiio da matriz extracelular
(MAZZUCCHELLI er al, 2002). Esta proteina ¢ excretada constitutivamente, causando um
aumento de citocinas pré-inflamatdrias como a IL6 por induzir a translocac@io nuclear do
fator k-B-ligante expresso em neurdnios (NKBF) (DONATO R, 2003).

AlteragOes genéticas, como mudangas em proto-oncogenes Ou em genes Supressores
de tumores, levando a alteragBes celulares que propiciam caracteristicas de malignidade ,
sdo tipicos em cclulas neoplasicas neurais (KRUSE er a/,1992). A heterogeneidade
observada em caridtipos de diferentes linhagens celulares de gliomas j4 foi documentada
(BIGNER et al, 1990). As alteracbes cromossémicas mais freqilentes, nas diferentes
linhagens estabelecidas, s@o as perdas de 9p, 10, 13q, 17p (regido do gen p53), 19, 22
(regifio prevista para um gene supressor de tumor) e a amplificagdo dos cromossomos 7 e
12q (regido sugestiva de proto-oncogenes) (OSBORNE ez a/, 2001).

A detecglo de aberragdes cromossOmicas presentes em linhagens celulares de
gliomas pode propiciar informagdes valiosas para fins de tratamento. LOUIS er af (2001),
por exemplo, descreveram que ha uma boa resposta a quimioterapia em oligodendroglioma
anaplasico com perda de cromossomo 1p. LAM er al 2001 também relataram que a perda
de 1p ¢ 19q indicam melhor prognéstico. SHAPIRO & SHAPIRO (1992) concluiram que
uma grande porcentagem dos glioblastomas apresenta trissomia do cromossomo 7,
relacionada a uma super expressdo do oncogene erbB, mapeado para gene de fator de
crescimento epidermal ,0 EGFR (7p12), ocasionando uma maior expressio dos receptores

para o crescimento epidermal e conseqientemente, um aumento da vascularizacio local,
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deslocamento de nutrientes e oxigénio para o tumor o que propicia seu estabelecimento e
crescimento.

Nos ultimos anos vartos estudos voltados para a investigacio de biomarcadores e de
alteragbes genéticas, utilizando diferentes linhagens celulares estabelecidas a partir de
tumores primarios brutos, t€m sido divulgados.

DISERANS er al (1981) estabeleceram uma linhagem de glioma humano maligno
(LN18), a partir de tumor bruto extraido de um paciente do sexo masculino {61 anos), para
pesquisa de antigenos especificos associados ao tumor. O estudo citogenético das células
desta linhagem revelou modificagdes como, por exemplo, a presenga de um cromossomo
grande e acrocéntrico de origem indefinida, e duplicagdes em 9p. O estudo dos autores
demonstrou também discrepincias em relacdo a4 expressdo de marcadores bioldgicos.
Embora o tumor bruto apresentasse positividade para GFAP e S100, as células da cultura
mostraram-se negativas para estes marcadores.

KRUSE et al (1992) estabeleéeram a linhagem continua de glioblastoma humano
denominada de DBTRG-05MG, a partir de um tumor bruto retirado de uma paciente de 59
anos do sexo femmino. Esta linhagem nio apresentou positividade para o marcador GFAP,
porém apresentou positividade para o marcador $100. A anilise citologica demonstrou a
existéncia de citoplasma eosinofilico, nicleos ovais sem nucléolo conpiscuo e varas
figuras mitéticas. Além disso, foram descritas alteracdes citogenéticas como tetraploidias,
perdas do cromossomo 10 e super-expresséo do cromossomo 7.

PERZELOVA et al (1998) estabeleceram duas linhagens permanentes de
glioblastoma humano: 8-MG-BA e 42-MG-BA. Estas linhagens foram estabelecidas a partir

de um tumor de um paciente do sexo feminino com 54 anos, e de paciente com 63 anos do
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sexo masculino, respectivamente. Células de ambas linhagens apresentaram-se com
formato achatado e poligonal, ¢ positividade para os marcadores GFAP e vimentina. A
analise citogenética das Iimhagens demonstrou um nimero cromossdmico que variava de
58 a 67 para a linhagem 42-MG-BA ¢ de 50 a 63 na linhagem 8-MG-BA.

ENGELHARD et al (1997), em estudos com a linhagem de glioblastoma humano
U138B, demonstraram a presenga de células com morfologia poligonal e poucos
prolongamentos citoplasmaticos. A analise imuno-histoquimica desta linhagem revelou
uma marcagio minima para GFAP. A U138B apresentou alteragdes em proto-oncogenes ,
com decréscimo na expressdo da proteina c-myce (55%) .

Recentemente, foi estabelecida em nosso laboratério uma linhagem celular derivada
de um astrocitoma humano (GRIPPO er a/, 2000). Esta linhagem, denominada NG-97,
apresentou incialmente duas populagdes morfologicamente distintas: uma composta por
células pequenas, arredondadas e com nicleo grande, e outra composta por células maiores
do tipo (fusiformes). A inoculagiio subcutinea de células da linhagem NG-97 no dorso de
camundongos congenitamente atimicos (nwnu) induziu o desenvolvimento de massa
tumoral soélida, o que demonstra a tumorigenicidade destas células. A analise
histopatolégica da massa tumoral obtida dos camundongos demonstrou hipercelularidade,
atipia nuclear, pleomorfismos celulares, além de altos indices mitdticos, areas de necrose e
extensa proliferacdo vascular. Células recuperadas da massa tumoral dos animais
apresentavam as mesmas caracteristicas da cultura original quando re-introduzidas em
cultura.

Por todas estas caracteristicas, a linhagem tumoral NG-97 apresentou-se como uma

excelente ferramenta para estudos imunoldgicos e bioldgicos dos gliomas, justificando a
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continuidade de seu estudo. Desta forma, o presente trabalho teve por objetivo ampliar a
caracterizagdo desta nova linhagem de glioma, uma vez que pode providenciar um sistema
bastante util para um melhor entendimento da biologia e do tratamento deste tipo de

neoplasia.
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Objetivos

Este trabalho teve como objetivo geral:

» A avaliagio das propriedades morfologicas, genéticas e fenotipicas das populagdes

celulares presentes na linhagerm NG-97, estabelecida recentemente em nosso laboratorio.

Para tanto, foram realizadas:

@ Andlises morfologicas, pelas caracteristicas citologicas e ultra-estruturais das

diferentes populagdes de células presentes da linhagem NG97;

@& Analises das alterages citogenéticas apresentadas pelas células da linhagem NG97; e

@ Andlise da expressio de marcadores moleculares como a Proteina Acida Fibrilar

Ghial (GFAP), a proteina S100 e a vimentina,
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Material e Métodos

3.1. Manutencio da Linhagem celular NG-97

As células da linhagem NG97 foram gentilmente cedidas pela Prof* Dr* Liana M.
Verinaud do Departamento de Microbiologia e Imunologia da Universidade Estadual de
Campinas.

As clulas foram rotineiramente cultivadas em garrafas de cultura de células (25
cm’) contendo meio de crescimento (RPMI  1640)Cultilab, Campinas, Brasil)
suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil), 0,5
mg/ml de glutamina e antibidticos (100ug/ml de estreptomicina). Todas as culturas foram
incubadas em estufa 37° C, em atmosfera tmida de ar e 5% de CO, sendo repicadas duas
vezes por semana utilizando-se ATV Tripsina-Versene (0,05%) (Instituto Adolf Lutz, Sdo
Paulo, Brasil). A cada passagem, aliquotas eram separadas para serem estocadas em SBF
contendo 1% de DMSO (Dimetil Sulféxido) (Fischer Scientific, NY), em nitrogénio

liguido para uso posterior.

3.2. Preparo de laminas para andlise imunocitogimica e andlise citolégica.

Celulas da linhagem NG-97 foram descoladas das garrafas de cultura 25¢cm® com
tripsina e centrifugadas por 10 min 4 150x g. O sobrenadante foi descartado ¢ o “pellet”
ressuspenso em 0,5ml. de meio RPMI 1640, acertando-se o nimero de células para
10°células/mL. Células contidas em 100uL foram assentadas em 14mina, previamente
tratadas com poli-Lysina, utilizando-se citocentrifuga por 7 min a 150x g, sendo entdo
fixadas com acetona gelada, a temperatura de 4°C , por 15 min. Parte destas ldminas foram

utilizadas para analise imunocitoquimica ¢ parte para andlise citolégica, sendo estas
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nltimas imediatamente coradas por 60 segundos com Hematoxilina de Harris ¢ montadas

com meio para montagem histologica Permount (Fischer Scientific, NY).

3.3. Preparo das células para andlise citogenética da linhagem NG -97

A analise citogenética da linhagem NG-97, foi realizada conforme técnica descrita
por Moorehead et al (1960) e adaptada pelo Laboratdrio de Procedimentos Especializados
(LAPESP/CAISM/UNICAMP). Resumidamente, colchicina (Cultilab, Campinas, Brasil)
diluida em meio RPMI 1640, numa concentragio de 0.01ug/ml foi adicionada as células do
frasco de cultura da linhagem NG97, deixando-se agir por um periodo de 3,5 a 4 horas.
Apds remogdo da colchicina, as células foram tratadas com tripisina, re-suspendidas e
centrifugadas por 8 min a 150xg sendo o sobrenadante desprezado. 8mL de solugio
hipotdnica KCL (0,075M) foram adicionados seguindo-se homogeneizagio por 6 minutos.
Apos adigdo de 3ml. de fixador metanol:acido acético glacial (3:1) (MERCK, Darmstadt,
Germany) as células foram centrifﬁgadas por 8 min a 150xg. O sedimento obtido foi
novamente suspendido em 8 ml da solugdo fixadora descrita acima e as células
centrifugadas por trés vezes durante 8 min. Apds a {ltima centrifugaciio o pellet foi re-
suspendido em Iml de fixador para cada cada 0,5ml de sedimento. Findo este
procedimento, a suspensdo foi gotejada, com o uso de pipeta Pauster, em 1dminas limpas
retiradas do freezer esperando-se secar a temperatura ambiente. As laminas foram imersas
numa solugfio de tripsina (1:250 tampéo) e agitadas de 3 a 8 segundos. As células foram
entdo coradas (Banda GTG) com corante Giemsa (MERCK, Darmstadt, Germany) diluido

1:3 em tampdo fosfato sendo, posteriormente, exaustivamente lavadas em 4gua corrente.
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3.4. Procedimentos em Imunocitoquimica

Imediatamente antes do uso, as laminas previamente fixadas foram lavadas em PBS
1% (BSA). Em seguida, as ldminas foram lavadas em agua destilada e incubadas com os
anticorpos primarios gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. José Vassallo do Laboratério de
Patologia Experimental (LAPE/FCM/UNICAMP). Os seguintes anticorpos primarios foram
utilizados:  anti-GFAP  (anticorpo  policlonal de coelho  anti-GFAP  bovina)
(DakoCytomation,Califérnia,USA), anti-vimentina (anticorpo monoclonal de rato clone
V9) (DakoCytomation,California,USA), anti-S100(anticorpo policlonal de coelho anti-
S100 bovina) (DakoCytomation,Califérnia,USA). As ldminas foram incubadas por 60
minutos a 37° C em cdmara umida com o anticorpo primario ¢ a seguir por 120 minutos
com o anticorpo secundario. As laminas eram entdo lavadas, por 3 vezes em salina
tamponada com fosfato (PBS-BSA 1%). O “kit” DAKO EN VISON SYSTEM HRP
(DakoCytomation, California, USA) foi entdo aplicado as ldminas conforme as instrugdes
do fabricante. A revelagdo da reaglio foi feita utilizando-se o substrato da peroxidase
(H;0,) e 3,3-diaminobenzidina (DAB). Apds lavagem em 4dgua corrente e destilada, as
laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Harris. Controles negativos incluiam a

reacdo completa com auséncia do anticorpo primério.
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3.5. Microscopia de Contraste de Fase

A quantidade de 1x 10° células da linhagem NG-97 foram cultivadas sobre laminulas
redondas de 13mm de didmetro, previamente acomodadas em microplacas de 24 pogos. As
células foram analisadas utilizande-se microscdpio dptico de inversio acoplado ao sistema

de cdmaras Olympus PMC35DX

3.6. Microscopia Eletronica de Varredura (M.E.V.)

Para analise por M.E.V células cultivadas sobre laminulas foram pré-fixadas em
tampéo de Karnovisk. Apds passagem pela solugio de tetroxido de dsmio (OsO,) 1%, o
material for desidratado em diferentes gradientes de etanol. As células foram entdo levadas
para secagem no ponto critico com CO, liquido (Balzers CPD 030), fixadas com adesivo
em suporte de aluminio, recobertas com ourc-palladium (Sputer Coater Balzers SCD 050),
¢ fmalmente observadas ao microscopio eletronico de varredura (JEOL 5800 SV) do
Centro de Microscopia Eletronica do Instituto de Biologia da Unicamp, com aceleracéo de

voltagem de 10 Kv.
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3.7. Padrio de Crescimento

A quantidade de 1x10* células da linhagem NG-97 foram cultivadas, em triplicata e
por um periodo de dez dias, em microplacas de 24 pogos para determinagio da curva de
crescimento. Para tal, diariamente, apds tripsmizacdo das culturas, as células eram
ressuspendidas em meio RPMI completo e contadas em hemocitdmetro. O niimero de

duplicagdes na quantidade de células da cultura foi calculado a partir da formula:

N = Np x 29 onde, N é o nimero final de células apés dez dias de cultura, N; o

numero de células no inicio da fase de crescimento exponencial da cultura e n o nimero de
duplicagdes na quantidade de células.
Para determinaciio do tempo de duplicagio na quantidade de células utilizou-se a

formula:

T=t,~1 | onde ¢, representa o tempo final em horas quando » foi determinado e £,

o tempo inicial quando N, foi estudado. O tempo de duplicacfio (T) da quantidade celular

foi entfio obtido pela equacdo T/n (DISERENS et al, 1981).
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Figura 1: Andlise citoldgica das células da linhagem NG-97. Observa-se: (A) Células com
morfologia atipica, polinucleadas; (B) e (C) Células apresentando mitoses polipldides
{ ‘“‘W; (D) Células com padrdo de divisdo polipldides (setas azuis) e com padrdo nuclear
com aparéncia “granular”, sugerindo alto indice mitdtico (setas vermelhas). Aumento
original: 200x (4 e B); 400x (D e C).



Resultados

4.1. Andlise citolégica em Microscépio Optico Comum

A analise citologica das células da linhagem NG-97 mostrou a presenca de atipias
celulares, comumente encontradas em células de origem tumoral, e modificagdes sugestivas
de alteragdes no fuso de divisdo das células. Mitoses polipl6ides, que podem originar
células multinucleares (freqilentemente observadas), e presenga de células com sugestivos
de altos indices mit6ticos também foram observadas ao longo das laminas. Estes resultados

séo apresentados na Figura 1.

4.2. Analise citogenética das células da linhagem NG-97

Cinquenta metafases, da passagem dezesseis (P16) da linhagem NG-97, foram
visualizadas. Grande quantidade de cromossomos acéntricos, acrocéntricos e cromossomos
com sugestivos re-arranjos foram observados (Figura 2).

Além disso, pode-se observar que as células da linhagem NG-97 sio hiperdipléides
com lote cromossdmico variando de 49 a 92 e numero modal de 62, conforme demonstra

o grafico 1.

20



Resultados




Figura 2: Andlise citogenética prévia das células da linhagem NG-97 (P16). Embora
ndo apresentem bandeamento padrdo, as metifases foram processadas para bandemento
GTG. As setas indicam cromossomos com sugestivos rearranjos.Imagens capluradas em
microscépio Olympus BX 60, acoplado com sisterma de captura de imagens Cytovision™
(Applied Imaging Corporation)(800x).
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Quantidade de metafases

Resultados

Grdfico 1:Niimero total de cromossomos por metdfase.

49 50 56 57 59 60 61 62 63 64 65 66 67 73 79 92

Nimero de cromossomos por metafase

4.3 Analise Imunocitoquimica

Os resultados obtidos com o estudo imunocitoquimico estéo apresentados na figura 3.
As células da linhagem NG-97, passagem 14, apresentaram-se positivas para os marcadores
GFAP e S100 . Ambos marcadores estio presentes no citoplasma, sendo observada uma
condensacdo difusa perinuclear no caso da GFAP e um padrio disperso para S-100. A

vimentina, nao foi detectada nas células NG97.
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Figura 3: Imunicitogquimica para deteccdo de GFAP (4), proteina SI100 (B) e vimentina
(C) em células da linhagem NG-97 (400x). (D) controle negativo(200x).



Resultados
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4.4, Analise do Padrio de crescimento

Inicialmente, células NG-97 proliferaram formando em alguns campos, agregados
flutuantes na cultura ¢ somente células pequenas e arredondadas podiam ser observadas
(Figura 4A). Apés a 13* passagem, células com aspecto dendritico comegaram a aparecer
na cultura (Figura 4B). Estas células apresentavam extensos prolongamentos, que
proporcionavam o contato com as células pequenas, ¢ mostravam a existéncia de vérios
nicleos (Figura 4C). Conforme a cultura se tornava densa um terceiro tipo celular, com
morfologia fusiforme, aparecia na cultura (Figura 4D). Em mﬁnocamadas confluentes da
cultura NG-97 este tipo celular € predominante.

Importante ressaltar que a cinética de crescimento celular aumentou apos o
aparecimento das células com aspecto dendritico na cultura. O tempo de duplicagio

observado foi de 24 horas, como indicado no gréfico 2.

Células/ 10°
&

Grdfico 2:Curva de crescimento da linhagem NG97 (Passagem 14).
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Figura 4: 4ndlise por Microscopia Optica das células da linhagem NG-97. Observam-se:
(4) células pequenas e arredondadas crescendo como Jlutuantes; (B) células com
morfologia dendritica (—); (C) célula com morfologia dendritica apresentando extenso
prolongamento (—3) e vdrios micleos { #); (D) aspecto geral da camada confluente da

cultura NG-97. Aumento original: 400x (4, Be C) e 200x D);
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4.5. Analise morfologica ao Microscépio Eletrénico de Varredura (MLE.V)

A microscopia eletrénica de varredura revelou peculiaridades presentes na
superficie das trés populagdes celulares da linhagem NG-97. Células com aspecto
arredondado mostraram heterogeneidade de prolongamentos citoplasmaticos, incluindo a
presenga de prolongamentos esféricos da membrana, conhecidos na literatura como
“bolhas”, e filopodios (Figuras SA a 5D). Interessantemente, uma certa heterogeneidade na
expressdo dos prolongamentos de membrana de células de uma mesma passagem foi
encontrada. Esta heterogeneidade se manteve nas demais passagens. Em alguns casos ha
diferengas morfoldgicas na superficie, como demonstrado na figura 5D.

A morfologia das células multi-nucleadas e semelhantes as células dendriticas é
tlustrada nas figuras 6A a 6F. Estas células apresentam-se com auséncia dos
prolongamentos esféricos mas com extensos prolongamentos citoplasmaticos. Encontram-
se fortemente ligadas ao substrato e estabelecendo contato com as células pequenas e
arredondadas. Além de apresentarem interagdes célula-célula, pdde-se observar ainda a
produgfo de vesiculas em algumas das proje¢des, como mostra as figuras 6B ¢ 6F .

A morfologia do terceiro tipo celular presente na cultura NG-97 ¢ apresentada nas
figuras 7A e 7B. Numerosas microvilosidades podem ser observadas na superficie deste
tipo celular. A figura 7C mostra o aspecto da monocamada na passagem 13 € a Figura 7D

seu aspecto na passagem 18 quando a cultura tornou-se mais densa.
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Figura 5: Microscopia Eletronica de Varredura de células pequenas e com aspecto
arredondado presentes na linhagem NG-97. Notar a presenca de “bolhas™ (Bl) e
filopodios (Fi) na superficie celular. Notar diferencga de superficie de membrana entre dois

tipos celulares apresentando morfologia semelhante e pertencentes d mesma passagent.
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Figura 6: Microscopia Eletronica de Varredura de células com aspecto de células
dendriticas presentes na linhagem NG-97. Observam-se extensos prolongamentos
citoplasmdticos em todas as projecies. A drea do retdnguio continuo é mostrada em

aumento maior em D e F, e do retdngulo tracejado em E. Podem ser observadas em E um

prolongamento em maior aumento e, em F algumas vesiculas de secrecdo ()
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Figura 7: (A ¢ B) Microscopia Eletronica de Varredura de células com morfologia
fusiforme apresentando numerosas microvilosidades (Mi) em sua superficie. C e D

apresentam monocamada celular nas passagens 13 e 18 respectivamente.
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Discussdo

Os aspectos citologicos analisados na linhagem NG-97 demonstraram  alteragdes
freqiientemente encontradas em células de origem tumoral, tais como, c¢élulas com niimero
ndo usual de nicleos, existéncia de células com fusos ndo bipolares indicando alta taxa
mitdtica ¢ alteracbes no lote cromossdmico.

Estes resultados estfio de acordo com o descrito por THERMAM & SUSMAN
(1995), que relatam o aparecimento de células com nGmero extra de nicleos como
conseqiiéncia de mitoses polipléides (diagrama 1).

Divisdo extra

do centromero Mitose Tripolar
wemmemedim. 4 i T ——
Mitose Normal

nicleos
diploides

Diagrama 1 : Demonstragdo esquemdtica de alteracdes no fuso mitdtico e conseqiiente formacdo de

numero extra de nicleos. Adaptado de THERMAM e SUSMAN, 1995,

A alta taxa mitética da linhagem NG-97, proporcionaria a ocorréncia de erros na
configuracio das fibras do fuso, producio de centriolos e arraste de cromossomos. Estes
caracteres, que muitas vezes levam a diminuigdo ou aumento no lote cromossémico por
nicleo, podem também gerar células com nimero extra de micleos. Na literatura existem
descri¢Bes de indicios moleculares da superexpressio de genes ligados ao evento de

multinucleacio. O gene HR6B humano, por exemplo, codifica uma proteina que participa
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do processo de reparo cromossdmico e, aparentemente, esta envolvida na multinucleacio,
amplificagdo centrossomal, mitose anormal, aneuploidia e fendtipo de transformacio
(SHEKHAR er al, 2002). Futuros estudos com a linhagem NG-97 deverdo enfocar este
parametro molecular para complementar a caracterizagio desta linhagem e desvendar a
origem das c€lulas multinucleadas presentes na cultura.

O lote cromossdmico da linhagem celular NG-97 apresentou-se aneuploide
hiperdiploide, ou seja , com nimero extra de cromossomos. Foi observada uma variagiio de
49 a 92 cromossomos por metéfase, sendo que o nimero modal de cromossomos para a
passagem 16 € de 62. Embora a analise do canidétipo da linhagem NG-97 ndio tenha sido
possivel ainda, a observagio de algumas metafases demonstra a presenca de cromossomos
com sugestivos re-arranjos, grande quantidade de quebras cromossémicas e um alto
numero de cromossomos marcadores. A presenga destes eventos devers ser confirmada em
trabalho futuro utilizando-se técnica de bandeamento cromossdmico e hibridizaco
fluorescente in situ (FISH).

De acordo com a literatura, defeitos na segregacio cromossémica levam a
aneuploidia, sendo esta um tipo de instabilidade cromossdmica muito comum em  tumores
solidos como os de mama, os coloretais ¢ o de prostata (YANG er a/, 2003). A despeito da
analise citogenetica, de acordo com a literatura ndo ha homogeneidade entre as ploidias e
cromossomos marcadores referentes as linhagens de glioblastomas descritas até o presente
momento. DISERENS er al. (1981), que descreveram a linhagem de glioma humano
denominada LN18, demonstraram a existéncia de lote cromossdmico variando de 70 a 80
cromossomos com um numero modal de 78 (XXYY) e, como marcador, a presenca de um

cromossomo grande, acrocéntrico, de origem ndo identificada, além de dois outros
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pequenos semelhantes com o cromossomo 9p-. J&4 KRUSE et af (1992) encontraram na
linhagem DBTRG-05MG hipotetraploide ,variando de 87 a 91 cromossomos por metafase,
e trés marcadores de origem indefinida. PERZELOVA et af (1998), estudando as linhagens
42-MG-BA e 8-MG-BA, encontraram lote cromossémico que variava de 58 a 67 para a
primeira linhagem e de 50 a 63 na outra linhagem. Nestes estudos, entretanto, ndo foram
realizadas analises de cariotipo.

A anilise 1munocitoquimica realizada com as células da linhagem NG-97 para
investigagdo de proteinas do citoesqueleto, demonstrou positividade perinuclear para o
marcador GFAP e uma marcagdo citoplasmatica difusa para a proteina S100. As células,
entretanto, mostraram-se negativas para a vimentina. A marcagio positiva para GFAP ¢
proteina S100 confirma a origem astrocitica e de Sistema Nervoso Central das células da
linhagem NG-97.

Achados da literatura em relagfio & express3o da molécula GFAP so controversos.
Alguns relatos indicam que iinhagéns de gliomas perdem sua capacidade de sintetizar
GFAP ap6s vanas passagens in vitro. KRUSE et al. (1998), demonstraram negatividade
para este marcador nas linhagens de glioblastomas humano denominadas CJ-MG, DK-MG,
GE-MG, WO-MG. Entretanto, os mesmos autores demonstraram positividade relativa para
outra linhagem EV-MG. BISSEl er al. (1974), trabalhando com células da linhagem C6,
uma linhagem induzida quimicamente em rato, encontraram positividade para GFAP.

A literatura também tem estabelecido uma cormrelagio negativa entre o grau de
malignidade e a expressio destes marcadores na maioria dos gliomas humanos (JACQUES
et al. 1981; DUFFY er al. 1982). Entretanto, c€lulas NG-97 sfio tumorigénicas quando

implantadas no dorso de camundongos nude, o que indica seu carater neoplasico e maligno
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(GRIPPO er al. 2001). Alem disso, este marcador continua sendo expresso em xeno-
enxertos de células NG-97.

A proteina S100 tem sido identificada em algumas linhagens celulares de gliomas
humanos (DONATO R., 2003). Entretanto, ao que parece, também nfo existe uma
uniformidade para este marcador entre linhagens continuas de glioblastomas multiformes
humanos ja estabelecidas. BIGNER er al.(1979), relataram a nio detec¢fio da molécula
S100 em 15 diferentes linhagens testadas. KRUSE et a/ (1992), demonstraram uma
positividade difusa na linhagem de glioblastoma humano denominada DBTRG-05MG.
Entretanto, os mesmos autores em trabalhos posteriores demonstraram negatividade para as
linhagens DK-MG e WO-MG, e positividade relativa para a linhagem CI-MG (KRUSE et
al., 1998). Varios relatos na literatura associam a participacdo da proteina S100 em eventos
relacionados 4 angiogénese, mudangas na concentracdo de cdlcio intracelular e
favorecimento da sobrevivéncia celular através da indugiio de expressdo de NF-kB e bcl-2
com aumento de crescimento por indugdo autocrina (DAVEY er al, 2001). A participagio
desta molécula nos eventos descritos acima também constituira objeto de estudo futuro
com a linhagem NG-97.

A auséncia da molécula vimentina em células da linhagem NG-97 aparece em
concordincia com relatos da literatura que descrevem seu aparecimento durante a
embriogénese das cclulas gliais e depois sua diminui¢dio, ou até completa auséncia, na
idade adulta. Da mesma forma, a vimentina também possui heterogeneidade de expressio
em culturas de longa duragfio. Em algumas linhagens de glioblastoma humane, tais como

CJ-MG, DK-MG, GE-MG, WO-MG, apresentam marcagio negativa (KRUSE er al,1998).
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Entretanto, ha relatos de positividade para esta mesma proteina de citoesqueleto como os
achados na linhagem DBTRG-05MG (KRUSE et al., 1992).

SARRIA er al(1994) através de estudos realizados com células geneticamente
modificadas, demonstraram que o nicleo das células SW-13 vim- apresentavam-se
“dobrados”, formando l6bulos e fendas. Os autores atribuem este fato a auséncia da
vimentina nestas células. Entretanto, ao que tudo indica, a auséncia de vimentina nas
células da linhagem NG-97 ndo afeta a forma de seu niicleo.

Em estudo realizado anteriormente com células da linhagem NG-97, GRIPPO et 4/,
2001 identificaram a presenca de duas populagdes celulares morfologicamente distintas: (i)
células pequenas e arredondadas e (ii) células alongadas com aspecto fusiforme.

Entretanto, a analise das diferentes populagbes celulares presentes em passagens
iniciais da cultura (P13 a PI18) demonstrou a existéncia de trés populagdes
morfologicamente distintas: (i) células pequenas e arredondadas, (ii) células grandes com
aspecto semelthante 4 célula dendritica, e (iii) células alongadas com aspecto fusiforme.

Nossas observagdes atuais apontam que o tipo celular predominante na P13 era de
células pequenas ¢ arrendondadas, que cresciam nfio aderidas ao substrato € com um tempo
de duplicacdo superior a 24 horas. Estas células apresentavam heterogeneidade quanto &
expressdo de prolongamentos de membranas. Muitos dos prolongamentos observados so
descritos na literatura (PORTER er al, 1973) como tipicos de células que estdo entrando
em ciclo de divisdo celular.

Em dado momento, a cultura passou a apresentar um segundo tipo celular,
caracterizado por seu aspecto dendritico, com extensos prolongamentos citoplasmaticos. O

aparecimento destas células na cultura deveu-se, muito provavelmente, a alteracdes nas
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células arredondas decorrentes de divisdes desbalanceadas. Este tipo celular apresentou um
grande numero de prolongamentos, o que propicia muito a comunicagiio entre células.
Interessante notar também a presenca de pequenas vesiculas presentes nos prolongamentos
destas células. A hiptese que estas vesiculas seriam responsaveis pela excregiio de
biomoléculas capazes de realizar sinalizagdes importantes para as demais células ndo deve
ser descartada uma vez que, apés o aparecimento deste tipo celular a cinética de
crescimento da cultura aumentou. ZIMMER et al., 1989, relatam uma correlagdo positiva
entre a excregdo da proteina 8100 ¢ a regulagdo do crescimento e diferenciacfio celular de
células da lithagem de glioblastoma C6. A confirmagio desta hipétese, bem como, a
1dentificacdo de possiveis produtos excretados por células com aspecto dendritico presentes
em nossa culfura permanece em aberto.

Mais tardiamente, um terceiro tipo celular péde ser observado na cultura da linhagem
NG-97: celulas alongadas € com aspecto fusiforme. Este tipo celular apresenta numerosos
prolongamentos, do tipo microvilosidades, em sua membrana e também, muito
provavelmente, derivam das células arredondadas. Em passagens mais avancadas, quando a
monocamada torna-s¢ mais densa, estas células predominam na cultura sendo
acompanhadas das cclulas arredondadas. As células grandes com aspecto dendritico sdo
visualizadas com menor freqiiéncia, provavelmente por se estabelecerem abaixo dos outros
tipos celulares, razdo pela qual ndo havia sido identificada anteriormente.

Embora a literatura apresente poucos relatos sobre a caracterizagio morfolégica e
ultra-estrutural de populacBes celulares presentes em outras linhagens de glioblastomas

humanos estabelecidas in vitro, acreditamos que o estudo destes pardmetros serd de crucial

#13

tmportdncia para a realizagfo de estudos futuros envolvendo a utilizagdo dg COMPOSIOS. . conmmmnm:
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¢
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potencialmente ativos que possam diminuir, ou até mesmo impedir, o crescimento celular
da linhagem NG-97.

Diante do exposto, a linhagem NG-97 tem-se mostrado um modelo bastante
apropriado para o estudo da biologia dos glioblastomas humanos. A continuidade dos
estudos com esta linhagem tumoral, estabelecida em nosso laboratério, podera desvendar
muitos mistérios que ainda cerceiam um melhor entendimento sobre a origem e o

desenvolvimento deste tipo de neoplasia.
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Resumidamente o presente estudo demonstrou que:

% As células da linhagem NG-97 possuem atipias nucleares, provavelmente devido a
divisdes desbalanceadas, com a geragio de células polinucleadas freqientemente

observadas em células malignas;

% A imunofenotipagem parcial confirma a origem glial e de Sistema Nervoso Central das
cclulas da linhagem NG-97, uma vez que estas se apresentam positivas para os

marcadores GFAP e S100;

&

As células da linhagem tumoral, NG-97 apresentam-se aneuploides, com um nimero

modal de 62 para a passagem 16 ¢;

a5

Trés tipos celulares morfologicamente distintos podem ser observados durante a cultura
das células da linhagem NG-97: células arredondadas, células semelhante 4 células
dendriticas e células com aspecto fusiforme. Apés o aparecimento de células gigantes,

com morfologia dendritica, o tempo de duplicacio da cultura aumenta sensivelmente.

Nos acreditamos que as células da linhagem NG97 possam fornecer conhecimento
suficiente para proporcionar um methor entendimento tanto da biologia como das
caracteristicas imunologicas dos gliomas. Além disso, a linhagem pode ser bastante 1til em

testes de sensibilidade a drogas ou outras estratégias terapéuticas.
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Abstract

MACHADO, CM.L. Morphologic, cytogenetic and immunophenotypic
analysis of a human malignant glioblastoma cell line: NGY97. Dissertacdo de
Mestrado, Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biologia,
UNICAMP.

Glioblastomas are highly invasive and aggressive tumors of the Nervous System.
Recently, a human malignant continuous cell line, named NG-97, was established in our
laboratory. This cell line has been serially subcultured over 100 times in standard culture
media presenting no sign of cell senescence. The NG-97 cell line has a doubling time of
about 24 h. Immunocytochemical analysis of glial markers demonstrated that cells are
positive for glial fibrllary acidic protein (GFAP) and S-100 protein, and negative for
vimentin. Under phase-contrast microscope, cultures of NG-97 showed cells with vanable
morphological features, such as small rounded cells, fusiform cells (fibroblastic-like cells),
and dendritic-like cells. However, at confluence just small rounded and fusiform cells can
be observed. At scanning electron microscopy (SEM) small rounded cells showed
heterogeneous microextentions, including biebs and filopodia. Dendritic-like cells were
flat and presented extensive prolongations, making several contacts with small rounded
cells, while fusiform cells presented the surfaces dominated by microvilli. The chromosome
number was examined at Passage 16. All cells presented 49 to 92 chromossomes and the
modal number of chromosomes was 62.

We believe that the knowledge about NG97 cell line may be useful for a deeper

understanding of biological and immunological characteristics of gliomas.
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9. ABREVIATURAS




ABREVIATURAS

B

BSA:Soro albumina bovina

Bl: Bolhas

C

CDK4: Kinase dependente de ciclina 4

CDK6: Kinase dependente de ciclina 6

CDKNZ2: Kinase dependente de AMPc A/B

D

DMSO: Dimetil sulfoxido

E

EGFR:Receptor do fator de crescimento epidermal
Erb2/Her2neu: gene homologo codificador de fator de crescimento epidermal
F

Fi:Filopodios

G

GFAP : Proteina fibrilar glial acida

GTG: Banda G-tripsina

I

IL6: Interleucina-6

M

MEV: Microscopia Eletronica de Varredura
Mi:Microviluosidade

MMD?2: Mouse double minute 2

N

NG97: Nome da lmhagem tumoral de glioblastoma humano
NKBF: Fator k-B-ligante

nu: Camundongo nude (atimico)

P

P13: Passagem treze

P16: Passagem dezessels

P18: Passagem dezoito

PBS:Tampéo Salina fosfato

PDFG: Fator de crescimento de plaqueta

PDFGR: receptor do Fator de crescimento derivado plaquetério
PTEN: Homologo fosfatase e tensina

R

Rb: nome da proteina produzida pelo gene RB
RB1: Gene do retinoblastoma

S

S100 : Proteina de citoesqueleto

SBF:Soro fetal bovino

T

TSG: Genes supressores de tumores

A\

Vim-: gendtipo alteragdo pra auséncia de expressio de vimentina






