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RESUMO
MACHADO,C.M.L. “Caracterizagdo morfologica, imunofenotipica, citogenética e de
sensibilidade do quimioterapico da linhagem NG97”, Tese de Doutorado, Departamento
de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biologia, UNICAMP

Gliomas malignos s3o tumores de Sistema Nervoso Central extremamente
freqlientes, correspondendo a 46% dos casos diagnosticados de Neoplasias Cerebrais.
Segundo a Organizagdo Mundial de saide o glioblastoma multiforme representa
aproximadamente 3,9% dos oObitos a cada 100.000 habitantes nos Estados Unidos da
América e Europa. Este tipo tumoral ¢ extremamente agressivo € os pacientes acometidos
apresentam média de vida de apenas um a dois anos apoOs resseccdo cirtrgica. Os
tratamentos posteriores a retirada da massa tumoral s3o a quimioterapia e radioterapia.
Assim, hd um grande interesse na busca por novas estratégias terapéuticas que se mostrem
eficazes no tratamento de pacientes acometidos por glioblastomas. Neste sentido, a
utilizacdo de linhagens celulares, estabelecidas a partir de tumores brutos extraidos de
pacientes, tem-se mostrado uma ferramenta util tanto ao avango nos conhecimentos
biologicos sobre tumores primarios; quanto ao desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos. Foi estabelecida em nosso laboratorio uma nova linhagem derivada de glioma
humano, denominada NG97. Estudos preliminares confirmaram a origem astrocitaria das
células e a preservagdo de malignizacdo, demonstrada pelo desenvolvimento de massa
tumoral a partir do xenotransplante de células cultivadas in vitro em camundongos
atimicos.

O presente trabalho teve como objetivo ampliar os conhecimentos bioldgicos acerca
desta linhagem tumoral. Assim foram atribuidas as células da linhagem ultraestruturas

tipicas de células indiferenciadas e tumores astrociticos. Também, elucidaram-se



caracteristicas mofoldgicas atribuidas a linhagens tumorais astrociticas como a expressao
de proteinas GFAP, vimentina, integrina a531, fibronectina, laminina e CD44. Combinada
a expressao destas moléculas responsaveis pela adesdo célula ao substrato, foi demonstrado
que as células uma vez desprovidas do contato adesivo desenvolvem uma estrutura tri-
dimnsional organotipica. Quanto a expressao de moléculas envolvidas no processo de
resposta imune das células in vivo, ndo foram detectadas nas células NG97: HLA [LHLAII,
B7 (CD80), TGF-p e Fas (CD95). Em cultura, as células NG97 apresentam variadas
aberracdes numéricas com caridtipo hiperpldide e inumeros cromossomos aneuploides
classificados como um de lote cromossomos murinos associados. Este ultimo, pode ser
representado por um lote proximo ao triploide murino (neartriploid, i.e.; 30 cromossomos
murinos mais ou menos 11 cromossomos murinos). Finalmente demonstrou-se a
sensibilidade das células NG97 ao quimioterapico Cisplatina tanto in vitro quanto in vivo.
Portanto a caracterizacao da linhagem NG97 aqui realizada fundamenta a sua

utilizagcao como modelo biologico aos mais diversos estudos.



ABSTRACT
MACHADO,C.M.L. “Morphological, Immunophenotypical, Cytogenetical
characterization and sensibility to cisplatin of the cell line NG97”, 2008, Thesis (PhD in
Genetics and Molecular Biology (Immunology area), Department Microbiology and
Immunology, Institute of Biology, State University of Campinas - UNICAMP

Astrocytomas are extremely aggressive malignancies of the Central Nervous System
(CNS) and account for 46% of all primary malignant brain tumors. The perspective for
patients with malignant gliomas is poor and the average survival expectancy is less than a
year. Progression to a worsened prognosis occurs in 85% of the cases due to changes in
cell tumor microenvironment and through biological pathways that are still unclear. These
neoplasias grow rapidly and contain high cellularity with marked hyperchromatism and
pleomorphism. The hystophatological identity of glioblastoma is the prominent vascularity
as well as the area of necrosis surrounded by neoplastic pseudopalisading cells, as a result
of microenvironment hypoxic conditions. In order to clarify those issues, cultured cell lines
are valuable tools to be employed on tumor related assays as long as they are established
and well characterized.

Our laboratory set up the NG97 cell line derived from a human astrocytoma grade
I, which was injected in the athymic nude mice flank and turned to develop and express
phenotypic characteristics of an astrocytoma grade IV. This study aimed to expand the
biological knowledge about this tumor cell line. In this way, clarified morphological,
immunophenotypic, and cytogenetic characteristics as well as confirmed sensitivity to
cisplatin chemotherapeutic agent in cells NG97.

These features attributed to NG97 cell line are unique qualities that make them an

important model for the study of biology and therapeutic strategies in astrocytomas.
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Introdugao

1. INTRODUCAO

1.1 Um breve historico e definicao de linhagens celulares continuas

Em meados de 1904, os neurocientistas deparavam-se com uma intrigante questao
sobre como as células do Sistema Nervoso Central eram capazes de desenvolver-se com a
habilidade de crescer e estender-se por longas distancias. Assim, também envolvido em
responder esta questdo e financiado pelo Grupo Rockefeller, o biologista Americano Ross
Harrison, em 1907, resolveu tal problema através de um experimento simples. Explantes de
medula espinal de um embrido de sapo eram retirados e colocados em uma gota de soro do
mesmo animal sobre uma laminula de vidro, que vedada permitia a observacdo ao
microscopio de extensas fibras nervosas apds algumas horas (Fell, 1972). Tal experimento
ndo s6 respondeu a pergunta, mas convenceu muitos cientistas como Alex Carrel, Nobel de
Fisiologia e Medicina em 1912, ao estudo dos efeitos do ambiente no crescimento de tecidos
e populacdes celulares isoladas; in vitro (Carrel, 1931). O Procedimento descrito por
Harrison inaugurava entdo, um amplo campo de pesquisas futuras, o cultivo de células.

Em 1910 surgiam as primeiras discussdes sobre este novo campo de técnica
experimental que despontaria na ciéncia como ferramenta e com a finalidade de resolver
questdes de ordem bioldgica ou médica (Witkowski, 1983). As culturas celulares foram
divididas em culturas celulares primérias e de linhagem estabelecidas, ou linhagens celulares
de longa duracdo.

As culturas primdrias sdo originadas a partir de um 6rgdo complexo em estdgio
embriondrio ou a partir de um fragmento tecidual, isto é, uma mistura definida e purificada
de células isoladas de um organismo. Quando origindrias de células normais podem

apresentar o bloqueio de caracteristicas do tecido original, com perda de adesdo ao substrato,



Introdugao

retardo ou auséncia de crescimento, sofrimento de senescéncia e assim ndo sobreviver in
vitro (Freshney, 1994).

Entretanto, apés o longo subcultivo das células da cultura primdria, pode ocorrer a
selecdo de células que possuam a caracteristica de crescer infinitamente, e estas sao
denominadas de linhagens celulares de longa duracdo ou continuas. O processo biologico
que leva a selecdo de um fendtipo que se multiplica infinitamente ndo é bem conhecido,
porém € postulado que eventos de mutacdo e delecdes de um ou mais genes podem ser
responsaveis pelos eventos de imortalizacdo celular. Em adi¢do, é possivel desenvolver tais
linhagens a partir de vetores bacterianos, virais, em um processo definido como
transformacgdo celular. Posteriormente acrescentou-se a esta definicdo o processo de
linhagens derivadas a partir de tumores s6lidos desvencilhando o termo da necessidade de
insercdo de vetores.

Portanto, com o processo de transformacao celular, tém-se como resultado a aparicao
de uma linhagem celular continua e € geralmente marcado por mudancgas na citomorfologia
(diminui¢do do tamanho das células, morfologia mais arredondada, alta relagcdo
nucleo/citoplasma), no aumento da taxa de crescimento (diminui¢do de tempo de duplicacdo
da populacdo, de 36-48 para 12-24h), na reducdo de dependéncia ao suplemento de Soro
Fetal, aumento de eficiéncia de clonagem, diminui¢do de aderéncia celular ao substrato,
reducdo de ancoragem dependente (aumento de habilidade das células crescerem em
suspensdo ou em meio dgar), um aumento de heteroploidia (variacdo cromossomal entre
células) e aneuploidia (divergéncia numérica do cariétipo doador eupldide) e aumento na
tumorigenicidade. Embora existam muitas semelhancas entre as linhagens celulares de longa
duracdo origindria da transformacdo espontanea e de transformag¢des malignizantes, ambas

apresentam caracteristicas distintas que as valorizam independentemente da utilizacdo de um
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ou outro modelo. As linhagens estabelecidas a partir de tumores podem ser utilizadas como
ferramentas de estudo in vitro, uma vez que mantém caracteristicas dos tumores das quais
foram originadas (Freshney , 1994).

Portanto, ¢ importante a realizacdo de pesquisas de tal maneira a assegurar que em
estudos que utilizam linhagens celulares como modelos bioldgicos, os resultados obtidos
com as aplicagdes das células em experimentacdo sejam provenientes do ensaio € ndo uma
mera aparicdo de mudangas ocorridas durante o processo de transformacdo e adequagdo
celular da linhagem continua durante o subcultivo. Dentre algumas aplicagdes para o cultivo
celular podemos listar: os estudos de diferenciacdo e morfologia de células em tecidos,
bacteriologia, virologia, radiobiologia, toxicologia, bioquimica, genética molecular e cancer.

1.2 Linhagens celulares de longa duracao derivadas de tumores astrociticos

Embora os neurocientistas tenham tentado o estabelecimento de linhagens celulares
continuas a partir de bidpsias ou tecidos nervosos humanos normais pds-mortem, as
linhagens de longa duracdo estabelecidas e de maior utilizacdo s@o as derivadas de tumores
de origem neuroglial do tipo astrocitomas. Ponten e Macintyre (1968) e Manuelidis,
(1965,1969) provaram de forma pioneira que células provenientes do processamento de
massas tumorais do tipo Glioblastoma Multiforme (GBM) poderiam crescer como culturas
permanentes. Estes autores foram responsdveis pelo estabelecimento da primeira linhagem
celular continua humana derivada de glioblastoma (GB), denominada de U-87MG. Este
tumor € a manifestacdo de maior agressividade e mais alto grau dentre os astrocitomas.

Os astrocitomas representam metade das neoplasias de Sistema Nervoso Central
(SNC) com altissima taxa de o6bitos e baixa média de vida (Kleihues,et al 1992). A

designacdo do tipo tumoral € determinada a partir da anamnese do paciente combinada as
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caracteristicas histopatoldgicas onde sido observadas as alteracdes teciduais que definem a
gradacdo de malignidade indicada pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) (Fig. 1).
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Os Glioblastomas podem ocorrer em pacientes jovens ou idosos, e algumas alteracdes
genéticas ja conhecidas os dividem em primarios e secundérios (Fig. 2). Os primadrios (de
novo) manifestam-se rapidamente, sem evidéncias prévias ou lesdes anteriores
diagnosticadas e ocorrem em individuos de idade mais avancada. Os glioblastomas
secundérios desenvolvem-se a partir da progressdao tumoral de um astrocitoma de baixo grau
ao alto (Oghaki et al, 2007) e tende a acometer individuos mais jovens. Cerca de 85% dos
casos diagnosticados como astrocitomas grau I (OMS) tem progressdo tumoral espontanea
ao pior progndstico, o grau IV. Sdo tumores extremamente agressivos € comprometem
grande parte das fungdes neuroldgicas dos pacientes na medida em que a massa tumoral se
desenvolve. O tratamento indicado pela organizacdo mundial prescreve a excisdo cirtrgica
seguida de tratamento quimioterdpico com temozolamida intravenoso ou intratumoral
(Chang et al, 2005) acompanhado ou ndo de radioterapia. Entretanto em muitos pacientes

ocorre recidiva , com presenga de células resistentes ao tratamento.

-
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Figura 2: Diagrama representativo das alteracdes genéticas conhecidas que ocorrem
durante o processo de progressdo tumoral a partir de astrécitos normais precursores dos

Glioblastomas primarios ou secunddarios. (Adaptado e traduzido de Ohgaki, et al 2007)
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Portanto, uma grande quantidade de laboratérios no mundo voltou suas linhas de
pesquisa ao estabelecimento e caracterizacdo de linhagens celulares de longa duragcdo a
partir de tumores astrociticos brutos ou induzidos quimicamente, com a finalidade de
entender os fendmenos envolvidos no processo de progressao tumoral € nos mecanismos de
resisténcia a drogas. O conhecimento agregado, além de permitir a melhora do diagndstico e
tratamento dos pacientes, pode melhorar o conhecimento acerca da fisiologia tumoral e o
desenvolvimento de modelos biolégicos para o entendimento da fisiologia dos 6érgaos e
sistemas envolvidos no processo de resposta do organismo frente aos tumores. Uma vez
estabelecidas e caracterizadas, estas linhagens celulares podem ser depositadas em bancos
de células, isto €, organizacdes responsdveis por autenticar, estocar, manter, produzir e
distribuir as linhagens celulares de longa duracdo ao meio cientifico. Alguns exemplos de
linhagens de longa duracdo de gliomas sdao apresentados na tabela 1. Dentre os exemplos ha
linhagens derivadas de astrocitomas humanos e células obtidas a partir da inoculacdo de
agentes quimicos no SNC de animais, que foram publicadas em periédicos de alcance
internacional e depositadas em bancos de células, como: o Norte Americano (ATCC -
American Type Culture Collection), a colecdo de cultivos celulares Européia (ECACC -
European Collection of Cell Cultures) e a colecao alema de microrganismos e cultivos
celulares (DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen). Ha ainda
outras linhagens de células derivadas de gliomas publicadas em periddicos internacionais e
que ndo serdo relacionadas aqui, pois ndo se encontram depositadas em bancos celulares ou

cujo registro ainda nao aparece disponivel na rede internacional de computadores.



Tabela 1: Exemplos de linhagens derivadas de gliomas humanos, de gliomas induzidos quimicamente em animais e originadas a

partir de duas linhagens diferentes estabelecidas gerando um hibrido. Estdo representadas as linhagens de glioma depositadas nos

bancos de células Norte Americano (ATCC), Europeu (ECACC) e Alemao (DMZ).

Tumar # Modal
Desighagdo [original,sexo, Origem Morfologia cariétipo Caracterizagdo Banco de Célulag Referéncia
idade
UBTMG GBF, Hs afidial | Bady | oo, Nesti ECACC | Pontenet l,
1968
i T,GFAP+ Vim+ Nestina+
U373 MG GB,M 61 Hs epitelial 2n=46 HLAAZ+ HLADP+ ECACC/ATTC
TO8G GB.M 61 Hs fib 128-132 NT PrP+GFAP+, Vim+, Eﬁ?gg/ Stein, 1979
Hybrid ] . ; Hamprecht et
NG108-15 (NB+glioma) (Mm (NB): Rn (glioma) Fib. ND T ATCC al 1977
A-172 GB.M,53 Hs fib ND NT,GFAP+HLAAZ ATCC / ECACC 6'6"1'372; al,
T .GFAP+, Vim+ 5100+ NSE - it
DBTREG-0BME | &B,F,B9 Hs glial 87-01 RPDGF,-NCAM -NF-Cyt-, ECACC / DSNZ al 1992
EGFR+, ! )
. _ 74-87, Owens et al,
Hs 683 Glioma, M, 76 Hs Fib 31100 NT,ND ATCC 1976
MOBOK GB, M, 33 Hs fib. 65-79 T,Ad,-GFAP QRS! A Llaliifis-
ATCC Turner et al,
MO59.T GB, M,33 Hs fib. Aneuploide, T,Ad; -GFAP ,QRS! 1993.
Y
Fog
MGL, Ze’ro RA Glial ND T ATCC Koestner et al,
RG2 (D74) 20 1980.
T.AdHLAAZ A9, B5 BW35 D
i RW3, €D95, TP53 mutado )
LN-18 GB,M.,6D Hs epitelial 62 XY del pl6 & plAARF,-GFAP.- e Diserens et al,
5100, CD9B+ 1981
LN-229 GB,60,F Hs epitelial ND T, D95+
cé MGT Rn Fib 40-44<2n> T,5100+, CD95+ ATCC/DSMZ Be”f;;a* B,

Continua na pdgina seguinte.
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Deste modo, com mesmo objetivo de desenvolver um modelo bioldgico para o estudo
de gliomas e visando o desenvolvimento de uma nova linhagem derivada de glioma
humano, o laboratério de Imunopatologias coordenado pela Professora Liana Verinaud
desenvolveu e estabeleceu uma linhagem celular de longa duragdo, derivada de glioma e que
foi denominada NG97 (Grippo et al, 2001).

1.3 Estabelecimento e caracterizacio parcial da linhagem NG97

A linhagem NG97 foi estabelecida a partir de células provenientes de tumor bruto
obtido de um paciente, cujo diagndstico da bidpsia foi astrocitoma de grau III. As células
foram processadas, isoladas por tratamento enzimdtico e adaptadas ao cultivo in vitro
inicialmente em meio seletivo a fibroblastos (meio essencial Eagle contendo D-valina) e
subcultivadas posteriormente em meio RPMI suplementado (20% de Soro Fetal Bovino e
antibidtico) por aproximadamente 120 passagens. Inicialmente duas populagdes
morfologicamente distintas foram observadas; uma de células pequenas e arredondadas, e
outra de células maiores do tipo fusiforme (Grippo et al, 2001).

A inoculacdo subcutanea das células NG97 no dorso de camundongos congenitamente
atimicos (nu/nu) induziu o desenvolvimento de massa tumoral sélida, demonstrando sua
tumorigenicidade e malignidade. As andlises histolégicas destas massas tumorais produzidas
em camundongos nude demonstrou caracteristicas celulares compativeis a descricdo de
glioblastoma multiforme, denotando a progressdo tumoral espontanea a partir do tumor
original. Uma vez recuperadas da massa tumoral dos animais, processadas e digeridas
enzimaticamente estas células foram colocadas em cultura e apresentaram caracteristicas
morfolégicas da cultura original com duas populacdes distintas (Grippo et al, 2001).
Também semelhante a cultura original as células aderiam ao frasco de cultivo e foram

cultivadas sem apresentarem sinais de senescéncia ou morte celular em longos subcultivos.
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Nos primeiros experimentos de caracterizacao da linhagem idealizados com finalidade
de clonagem e com células de partidas préximas ao tumor original, foi descrita grande
diferenca no tempo de duplicagdo relacionado ao aparecimento de uma morfotipia celular do
tipo dendritica gigante (Machado et al, 2005). O tempo de duplica¢do descrito durante o
processo de estabelecimento das células NG97 foi de 72 horas com monocamada constituida
de dois tipos distintos. Com o experimento de caracterizac¢do inicial o tempo de duplicacdo
apresentava-se diminuido (24h) e este correlacionado ao aparecimento de uma nova
morfotipia de tamanho aumentado e morfologia achatada, a qual recebeu a denominagao de
célula do tipo dendritica gigante. A partir do surgimento de tal célula, observou-se
acréscimo ao ritmo de crescimento celular e o desenvolvimento das demais morfotipias
arredondadas e fusiforme, representando ambas quase 90% da monocamada celular. Através
destes experimentos iniciais de caracterizac¢do foi demonstrado entio que estas células NG97
possuiam trés subtipos morfolégicos dependentes entre si para a conformacdo da
monocamada (Machado et al, 2005).

Em conseguinte, a caracterizacdo ultraestrutural da superficie dos diferentes subtipos
celulares das células NG97 foi evidenciada através de microscopia eletronica de varredura.
Cada morfotipia da linhagem apresentava diferentes padrdoes morfolégicos na superficie da
membrana celular, tais como: (i) bolhas e filopddios nas células de formato arredondado, (ii)
extensos prolongamentos e vesiculas de secrecao nas células do tipo dendritica gigante e (iii)
microvilosidades nas células do tipo fusiforme (Machado et al, 2005).

Schenka e colaboradores (2005), dando continuidade aos estudos com a linhagem
NGY97, demonstraram a organizagdo ultraestrutural das células no heteroenxerto realizado
em camundongos atimicos. Dentre as observacdes encontraram-se estruturas similares a

desmossomas, nucleos com reentrancias e nucléolos proeminentes, processos
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citoplasmaticos, filamentos intermedidrios, cromossomos desespiralizados e dois tipos
celulares distintos. Nestes mesmos estudos, marcadores genéricos para superficie celular de
leucécitos (leu-2) foram avaliados, nao sendo, contudo, evidenciados. Em contrapartida, a
proteina glial fibrilar acida (GFAP), presente exclusivamente em células de origem
astrocitaria, foi detectada nas células do heteroenxerto. Além deste filamento intermediario,
0s mesmos autores caracterizaram a origem neuroectodermal da linhagem NG97 através da
presenca das proteinas a S-100 e a Enolase Especifica de Neurdnio (Neuron-enolase specific
- NSE). Ambas definem a origem neuroglial as células NG97, a proteina S-100 por estar
presente principalmente nos astrdcitos, oligodendrécitos, células de Schwann, neurdnios,
células dendriticas em ganglios linfaticos (Moore, 1965). A NSE é uma glicoenzima
presente em células do sistema nervoso central com expressdao aumentada em processos de
injuria aguda ao SNC (Vos et al, 2008).

Embora alguns trabalhos anteriores tenham iniciado o processo de caracterizacdo da
linhagem NG97 levando em conta aspectos morfoldgicos e histopatolégicos, hd necessidade
da continuidade no processo de caracterizacdo para que esta linhagem seja utilizada como
modelo biolégico e depositada em banco celular.

1.4 Caracterizacao de linhagens continuas derivadas de tumores astrociticos

O processo de caracterizacdo de linhagens celulares tumorais é uma cole¢do de dados
relacionados: (i) ao arranjo estrutural celular e (ii) da citomorfologia com determinagdo da
dependéncia de ancoragem das células ao substrato, (iii) a manutencdo ao longo do
subcultivo de receptores e fatores de interacdo com o sistema imune que podem ser herdados
do tumor original, (iv) avaliacdo de anormalidades citogenéticas e (v) determinacdo da

sensibilidade celular a agentes quimioterdpicos (Wiinsch filho et al, 2001).
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1.4.1 O arranjo ultraestrutural de células in vitro

As andlises morfoldgicas de linhagens incluem conhecimentos acerca das relagdes
intracelulares, elucidadas através da microscopia eletronica de transmissdo que permite a
caracterizacdo da ultra-estrutura celular representada pela disposi¢cdo do citoesqueleto,
organelas e morfologia de membrana (Olsen et al, 2003). As células normais apresentam
diferengas ultra-estruturais em relacdo as células de origem neopldsicas, principalmente
relacionadas as alteragdes metabdlicas que estas sofrem, ou seja, modificagdes no sistema de
organelas,que as tornam mais aptas no microambiente tumoral. Algumas modifica¢des ultra-
estruturais associadas a linhagens celulares provenientes de tumores, sdo: (i) uma menor
dispersdo da cromatina, (ii) aumento no nimero de nucléolos por ntcleo, (iii) perda relativa
de reticulo endoplasmatico rugoso, (iv) diminui¢do ou anormalidades nas mitocOndrias e
aumento na formagdo de microfilamentos e microtibulos (Smith et al, 1979; Livesey et al,
1985).

Na linhagem LN-18 derivada de glioblastoma humano foram verificadas estruturas
como uma grande quantidade de microfilamentos citoplasmdticos préximos a superficie
celular disposto entre os microtibulos, grande quantidade de lisossomos perinucleares,
numerosas mitocondrias de tamanhos variados e microvilosidades em toda extensdo da
membrana (Diserens et al, 1981).

Wang e colaboradores (2007) descreveram a ultra-estrutura da linhagem derivada de
glioblastoma Humano WIJI células polinucleadas, pouco diferenciadas e com nicleos
deformados de tamanho aumentado e com nucléolos proeminentes. Em outro estudo, Arai e
colaboradores (1991) também demonstraram em linhagem de astrocitoma humano uma

grande quantidade de filamentos perinucleares.

Em adigdo, a caracterizacdo das linhagens através de informagdes relacionadas com
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alteragdes nas mitocondrias pode auxiliar os patologistas no entendimento da progressao
tumoral em astrocitomas (Carew et al, 2002). Em observacdes de astrocitomas em diferentes
graus, Arismendi-Morillo e colaboradores (2008) demonstraram diferencas na ultra-
estrutura mitocondrial. Os astrocitomas pilociticos (grau I) caracterizaram-se por
apresentarem diminui¢do de eletron-densidade e espessura das cristas mitocondriais, que
aparecem associadas ao reticulo endoplasmdtico rugoso e ao nicleo. Em grau mais
avangado, no astrocitoma fibrilar ha grande quantidade de mitocOndrias com aspecto de
inchadas e em forma semelhante a letra “Y”. J4 em ultimo grau (grau IV,GBM) foi
demonstrado a presenca de mitocOndrias inchadas, com cristdlise, fusionadas e com
diminuicdo de densidade elétrica da matriz intra-cisternal e modificacio na aparéncia
piramidal.

Estas alteracdes observadas em organelas como as mitocOndrias podem sinalizar
morfologicamente, que hd modificagdes ultra-estruturais ocorrendo no citoesqueleto das
células. Assim podem ser tomadas como representacdo visual de alteracdes metabolicas e
fisiolégicas pelas quais as células estdo passando, como a alta taxa de divisdo ou apoptose e
também podem vir a representar a perda da adesdo celular e aquisicdo de capacidade
migratdria (Rappaport et al, 1998).

1.4.2 A citomorfologia e a diminuicdo da adesao e de dependéncia da ancoragem
celular ao substrato

A citomorfologia € resultado da organizacdo do citoesqueleto, de interacdes da
membrana celular com o substrato e composi¢cdo bioquimica do microambiente onde a
célula estd inserida.

O termo citoesqueleto é considerado um sindnimo para a organizacdo estrutural de

microfilamentos de actina, microtibulos e filamentos intermediarios. Os constituintes
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principais do citoesqueleto sdo os microfilamentos de actina que estdo associados aos
microtibulos de tubulina num equilibrio dindmico entre estados de polimerizacao e
despolimeriza¢do. O terceiro constituinte de citoesqueleto, os filamentos intermedidrios
representam a menor parte do citoesqueleto (10 - 15%) da cito-arquitetura e também
constituem um marcador da origem ontogénica do tumor ao qual a célula da linhagem foi
originada (Penman, 1995).

As células de origem astrocitdria tém como caracteristica embriondria, a expressao
unica de filamentos de citoesqueleto do tipo vimentina no periodo anterior a maturagdo e
migracdo dos progenitores celulares para a glia radial (Chisholm & Houlinston, 1987,
Bignami et al, 1982). Com a diferenciac@o e o amadurecimento da célula, vimentina e GFAP
sdo expressas concomitantemente (Dahl, 1981) e finalmente quando as células estdo no seu
mais alto grau de diferenciacdo apenas a GFAP (Lofton et al, 1989) € expressa no
citoplasma astrocitdrio. No cérebro adulto majoritariamente encontra-se a expressdo de
GFAP em células da glia (He & Sun, 2007). Em células de linhagens continuas derivadas de
astrocitomas a expressdo destes filamentos intermedidrios € varidvel, ou seja, as células
podem expressar vimentina, GFAP ou ambas proteinas ao longo do subcultivo (tabela 1).

Outro filamento intermedidrio representativo de células do sistema nervoso central, o
neurofilamento (NF) ¢é determinante ontogénico de células de origem neuronal.
Eventualmente, hd a possibilidade da existéncia de células positivas para tal filamento
intermedidrio em linhagens derivadas de astrocitomas uma vez que em astrocitomas mistos

do tipo oligodendrogliomas e em GBM de células gigantes a expressdao desta molécula

ocorre no citoesqueleto (Wharton et al, 1998; Martinez-Dias et al, 2003).
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Além de determinada por interagdes da membrana celular com o substrato por
microfilamentos de actina em filopodias e filamentos intermedidrios, a citomorfologia pode
ser modificada através de receptores de membrana com seus respectivos ligantes na matriz
extracelular. Esta interagdo permite a modificacdo morfoldgica para que ocorra a migragao
celular através do substrato ou através do estroma no microambiente tumoral in vivo. A
habilidade infiltrativa em tumores € orientada por inimeras moléculas, dentre elas, um

conjunto de proteinas de adesdo denominadas integrinas e seus ligantes na matriz

extracelular (Brinkerhoff et al, 2001).

Em tumores e em linhagens astrociticas, as subunidades 31 podem ser combinadas as
subunidades a4 e a5 formando as integrinas e, assim, capazes de interagirem tanto com a
fibronectina presente na matriz extracelular ou a expressa pelas linhagens celulares
tumorais (Paulus et al, 1994). Entretanto, alguns autores demonstraram que a interacio
entre a a5P1 e seu ligante é capaz também de iniciar uma sinalizagcdo para que a célula
aumente sua taxa de divisdo, resultando no aumento da massa tumoral (Giese et al, 1996).
Estas integrinas interagem entdo com moléculas do substrato ou da matriz que possuam na
sua constituicdo molecular, grupos com residuos do tipo RGD (arginina-glicina-acido
aspartico). Dentre as moléculas que possuem tal motivo, a fibronectina pode ser secretada
na matriz extracelular por células de linhagens transformadas em maiores quantidades que

tecidos normais adjacentes ao tumor no microambiente tumoral (Castellani et al, 1986).

Outra integrina expressa em gliomas com papel na migracio celular é a a6 $1, porém
o papel desta integrina estd principalmente ligado a implantacdo das células das linhagens
derivadas de astrocitoma no microambiente do xenoenxerto em animais atimicos (Pederse

et al, 1993). Estas integrinas possuem como ligantes as moléculas de laminina presentes na
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matriz e, esta, € o substrato preferencial das integrinas de células in vitro (Koochekpour et

al, 1995).

Além das integrinas, Fibronectina e Laminina; outra glicoproteina de adesdo e
receptoras de 4cido hialurénico, a CD44, também € importante no processo de adesao,
migracdo de gliomas in vitro e in vivo (Merzak. et al, 1994; Wiranowska et al, 2006).
Kniipfer e colaboradores (1999) postularam através de ensaios de inibi¢do da ligacdo do
CD44 ao acido hialurdnico nas linhagens T98G, A172, 9L, 86HG39, US7MG e 85HG66, a

participacao desta glicoproteina de adesdo no processo de metéstase.

Assim, as interacOes entre ligantes e matriz estdo envolvidas no processo de
dindmica celular promovendo através das integrinas e CD44 a adesdo e desadesdo, que
podem desencadear sinais intracelulares que levam ao aumento de duplicag¢do celular,
transformacgdo oncogénica e metdstase. Estas caracteristicas relacionadas a perda de adesao
demonstram a adaptacdo e a diminuicdo de dependéncia do substrato que as linhagens
celulares transformadas possuem. Como causa desta independéncia € possivel o
desenvolvimento in vitro de estruturas hiper-celulares tridimensionais organizadas, os
organdides ou estruturas organotipicas. Hayward e colaboradores (1995) demonstraram
organdides funcionais formados a partir do cultivo de células de linhagem de carcinoma de
cOlon em base de dgar. Em adicdo, Khaitan e colaboradores (2006) demonstraram
diferencas de estresse oxidativo em diferentes regides de esferdides da linhagem celular
derivada do glioma humano BMG-1, validando assim a utilizacdo destas estruturas como
modelos verossimeis in vitro para o desenvolvimento de novas terapias anti-tumorais. Para
tal, € importante estabelecer um perfil de moléculas expressas na superficie ou interior das

células da linhagem que possam estar ligadas ao sucesso de terapias, como os receptores de
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fatores ligados aos fendmenos de interacdo imunoldgica das células quando em

microambiente tumoral.

1.4.3 Moléculas de interacao com o sistema imune

A expressdo de moléculas relacionadas a inter-relagdes imunes em astrocitomas sao
descritas de forma variada dentre as linhagens celulares estabelecidas, até mesmo dentre as
passagens celulares (Saito et al,1988; Miyagi, et al, 1990). Em geral a resposta imune
mediada por células apresenta-se diminuida e a resposta imune humoral apresenta-se normal
ou aumentada nos diversos tipos de cancer. Assim € importante a andlise de algumas
moléculas com possivel papel nas interagdes imune em gliomas, como: (i) moléculas do
complexo de histocompatibilidade principal humano tipo I (HLA ABC) e tipo II (HLA DR),
(i1)) molécula co-estimulatéria B7 (CD80) e (iii) imunossupressores como o fator de
crescimento e transformacao beta (TGF-3) e moléculas Fas (CD95).

A expressdo variada de HLA classe I pelos gliomas, € relatada como superexpressas,
hipoexpressas, e at€ mesmo insignificante, tanto nos gliomas mantidos in vitro como in situ
(Lampson, 1998). Entretanto algumas evidéncias sugerem que pelo menos alguns tipos de
gliomas sdo capazes de expressar certo grau de HLA I in vitro e que, esta expressao pode ser
regulada em condicdes apropriadas.

Diferentemente das moléculas de HLA classe I, que podem ser expressas em todas as
células nucleadas, as moléculas da classe II do Complexo de Histocompatibilidade estdao
expressas principalmente em células apresentadoras de antigeno profissionais (APCs) cuja
funcdo € apresentar antigenos para as células T auxiliares. Entretanto, astrocitos normais e

neoplésicos sdo capazes de expressar HLA II quando estimulados por Interferon Gama

(INFy) (Miyagi et al 1990), citocina freqiientemente aumentada em microambiente tumoral
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produzida pelas células do estroma.

Também € notdvel o achado histolégico de grande quantidade de macréfagos em
gliomas humanos (Liberski & Kordek, 1997; Roggendorf et al,1996; Rossi et al, 1987)
demonstrando a existéncia de algum antigeno tumoral desencadeador de resposta
imunolégica. Entretanto, clinicamente o que se observa € a auséncia de imunidade contra o
glioma sugerindo auséncia de mecanismos de resposta microglial.

Zou e colaboradores (1999) encontraram na andlise hematoldgica de pacientes
acometidos por glioma, acréscimo de expressdo de interleucina-10 (IL-10) e decréscimo da
expressao de IL-12, MHC de classe II e de moléculas co-estimulatérias B7 (CD80/86). Estes
achados sdo representativos de uma disfun¢do imunolégica associada ao glioma. Os mesmos
autores demonstraram que de fato os pacientes com gliomas malignos apresentavam uma
resposta imune celular deprimida quando comparada com individuos ndo acometidos por
este tipo tumoral.

Wintterle e colaboradores (2003) evidenciaram diminuicdes de expressao da molécula
co-estimulatéria B7 em células de glioma humano levando a inibi¢ao das funcdes e apoptose
tanto de células TCD4+ quanto de células TCD8+. Aliado a este mecanismo de escape
apresentado  pelos astrocitomas, hd ainda a secrecdo de citocinas potencialmente
responsdveis por inibir as células do sistema imune, como o Fator de Crescimento e
Transformacao beta (TGF-3), que suprime a proliferagc@o e induz a morte linfécitos ativados.

Além de efeitos supressores, Bodmer e colaboradores (1989) apresentaram estudos em
que o TGF-B como fator autdcrino estaria envolvido na ativacdo e elevacdo da expressdo de
receptores do fator de crescimento epidermal (EGFR), e conseqiiente neovascularizacao,

conferindo sucesso adaptativo aos astrocitomas. Ainda, a ativacdo de sinalizacdo intracelular
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produzida por TGF-B pode desencadear cascatas que em dultima instancia, levam a
desregulagdo do comportamento das células no microambiente e a apresentarem progressao
do ciclo celular, apoptose, mobilidade e deposi¢do da matriz extracelular (Rich & Bigner,
2004).

Também relacionada a supressdo imune, as células de gliomas possuem um
mecanismo de secrecdo de moléculas da superfamilia do fator de necrose tumoral/fator de
crescimento neural (Streffer et al, 1998), o Fas (CD95) que induzem a morte linfécitos T
ativados e células Natural Killer (NK) (Riffkin et al, 2001). Embora alguns tipos celulares
possam morrer por apoptose, via ciclo de Fas-FasL (ligante de Fas), os gliomas in vivo € em
algumas linhagens celulares in vitro expressam altas quantidades de CD95 (Roth et al,
1997), porém, com resisténcia a morte por esta via por apresentarem o mecanismo de p53
defeituoso que inibe a atividade da caspase-8 e conseqiientemente a apoptose (Cerrato et al,
2004). Os defeitos destes mecanismos intracelulares podem, e sdo muitas vezes, gerados
pela alta instabilidade cromossOmicas presentes nas células tumorais.

1.4.4 As anormalidades citogenéticas

As alteracOes genéticas moleculares e citogenéticas, freqlientemente relatadas em
tumores, sdo mudangas em proto-oncogenes ou genes supressores de tumores (Kruse et al,
1992 e 1998). Alteragdes de toda sorte demonstrando alta heterogeneidade em linhagens
celulares estabelecidas a partir de glioma t€m sido documentadas (Bigner et al, 1981).
Dentre as alteracOes cariotipicas mais freqiientes temos as perdas de 9p, 10, 13q, 17p,19

(Osborne et al, 2001).

A atribuicdo destes desbalancos cromossomais, freqiientemente encontrados em

linhagens derivadas de gliomas e em tumores, vém novamente sendo atribuida por alguns
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autores como resultado de fusdes de células do estroma com células tumorais (Pawelek,
2000). Em meados de 1929, a partir de experimentos com ourico do mar, Theodor Boveri
demonstrou que a multipla fecundagdo promovia desbalancos cromossomais e divisao
desenfreada de células postulando a participagdo destes desbalangos com o fendtipo
tumoral. Posteriormente, Nowell (1996) propds que a progressao tumoral seria resultado de
instabilidade genética adquirida dentro de um clone que se tornaria mais agressivo apos
sucessivas divisdes mitdticas. Assim, foi recapitulado aos dias atuais o postulado de que a
fusdo celular in vivo no cancer poderia ser responsdvel pelas anormalidades
cromossOmicas, pela aquisicdo de maior malignidade e pela capacidade em realizar

metastase (Pawelek,, 2000).

Ainda, em gliomas estes desbalancos também sdo referidos como a trissomia do
cromossomo 7 (Shapiro & Shapiro, 1992) e esta aparece em algumas linhagens celulares
correlacionada a superexpressao do oncogene erbB (Her-2neu) e conseqiientemente do seu
transcrito, o receptor de fator de crescimento epidermal, EGFR (Steck et al, 1986). Em
contrapartida, células normais do cérebro ndo superexpressam o mesmo gene para EGFR
(Kruse et al, 1998, Maxwell et al, 1991). Como resultado das anormalidades cromossomais e
conseqiientes desbalancos sdo relacionados que a superexpressio do ErbB (Her2-neu)
confira as células resisténcia a algumas drogas, como a Cisplatina.

1.4.5 A sensibilidade a drogas

E crescente o nimero de trabalhos em oncologia que utilizam linhagens celulares
tumorais derivadas de tumores humanos para o desenvolvimento ou testes de novas terapias,

tanto in vitro quanto in vivo.

Sabe-se, atualmente, que a cisplatina € capaz de agir em algumas linhagens celulares
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transformadas e derivadas de tumores, induzindo morte celular por apoptose. Duan e
colaboradores (2004), em experimentos com as linhagens de glioma T98G e U87MG,
demonstraram que este agente sensibiliza as linhagens ao fator de necrose tumoral alfa
(TNFa), induzindo-as a morte por apoptose. Entretanto, no mesmo trabalho, os autores
encontraram que as linhagens U373MG e Al172 ndo eram sensiveis a cisplatina
demonstrando a variabilidade de perfil de sensibilidade quimioteraputica em linhagens
celulares derivadas de astrocitomas.

Dropcho e colaboradores (1992) demonstraram que pacientes portadores de
astrocitoma e glioblastoma submetidos a radioterapia apresentavam uma diminui¢do
significativamente mais acentuada, da massa tumoral quando previamente tratados com

cisplatina.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho de tese teve como objetivo geral a caracterizacdo da linhagem

derivada de glioma humano NG97 com a finalidade futura de depdsito em banco de células.

Para tal foram analisados:

1. o arranjo ultra-estrutural das células in vitro,

2. a citomorfologia e a diminuicdo da dependéncia de ancoragem das células ao

substrato,

3. a expressdo in vitro de moléculas relacionadas a possiveis interacdes imunoldgicas

das células NG97 quando no microambiente tumoral,

4. alteracdes cromossOmicas, em especifico na seqiiéncia do ErbB (Her2/neu); e

5. a sensibilidade in vitro e in vivo das células NG97 ao quimioterépico cisplatina.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Manutencao de linhagens celulares

3.1.1.Células derivadas do glioma humano NG97

Células da linhagem NG97 foram descongeladas em meio RPMI 1640 para total
remog¢ao do Dimetil Suféxido conforme descrito anteriormente por Grippo, et al (2001).
Em seguida, foram cultivadas utilizando-se meio de crescimento (RPMI 1640) (cultilab,
Campinas-SP, Brasil) suplementado com 13% de soro fetal bovino (SFB) (Nutricell,
Campinas-SP, Brasil) e 25ug/l1 de garamicina (Sigma-Adrich), em placas de 24 pogos com
laminulas redondas para ensaios de coloragdo diferencial e em garrafas de cultura de
células (75 cm?®) (TPP) para os demais procedimentos. Todas as culturas foram incubadas
em estufa 37°C, em atmosfera imida de ar e 5% de CO, até o momento de formacdo de
camada confluente. Apds a formacdo da monocamada, as laminas foram fixadas em
paraformoldeido 2% tamponado e as garrafas de cultura repicadas utilizando ATV
Tripsina-Versene (0,05%) (Instituto Adolf Lutz, Sao Paulo, Brasil).

3.1.2. Células humanas intra-epiteliais timicas pés-natal (TPHN)

Para controle positivo da citometria de fluxo, a linhagem de células humanas intra-
epiteliais timicas pos-natal, (TPHN) foi disponibilizada pelo Prof. Dr. Wilson Savino, tendo
seu estabelecimento previamente descrito por Fernandez et al (1994).

As células TPHN foram cultivadas em meio MEM (cultilab, Campinas-SP, Brasil),
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Nutricell, Campinas-SP, Brasil) e
antibidticos (100ug/1 de penicilina e 100pg/l de guaramicina) (Sigma-Adrich), em laminas
de oito nichos (Labtek, Nunc) e em garrafas de cultura de células (75 cm?) (TPP). As

culturas foram incubadas em estufa 37°C, em atmosfera Umida de ar ¢ 5% de CO, e
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examinadas até o momento de formag¢ao da camada confluente. As laminas foram retiradas
para utilizacdo na imunocitoquimica e as garrafas foram tiripsinizadas com ATV Tripsina-
Versene (0,05%) (Instituto Adolf Lutz, Sdo Paulo, Brasil) e repassadas a outras garrafas de
cultura.

3.1.3. Cultivo de células NG97 em meio agar semi-solido

Para formagdo de camada fina de meio semi-sélido em microplacas de 24 pogos,
foram depositados ImL de meio 2,5 % agar (agar Base-Difco,USA) estéril e deixados em
fluxo a tempperatura ambiente para solidificagdo. Apds solidificacdo e verificagdo da
auséncia de contaminantes bacterianos, células NG97 das passagens 21, 61 e 89 cultivadas
nas condi¢des descritas (3.1.1.) foram depositadas em triplicatas em diferentes pogos
devidamente identificados ¢ com meio semi-solido. O crescimento ¢ desenvolvimento
morfoldgico das células foram acompanhados dia a dia e fotografados. A documentacao
microscopica foi realizada com o auxilio de um microscépio invertido acoplado com uma
camera digital Nikon. A documentacdo macroscopica foi realizada com mesma camera
digital desprovida do microscopio.

3.2 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Células da linhagem NG97 foram ressuspendidas com tripsina e centrifugadas. O
“pellet” obtido foi entdo ressuspendido em PBS-BSA 1% e centrifugado novamente, sendo
essa lavagem repetida por duas vezes. Em seguida, as células foram fixadas por imersdao em
solugdo contendo 2% de parafolmaldeido e 1,5% de glutaraldeido em tampao fosfato de
sodio 0,2M e pH 7,4 a 4°C durante toda a noite. Apds lavagem com PBS 0,05M, as células
foram incluidas em agarose 2% e pos-fixadas em soluc¢do aquosa de tetroxido de 6smio 1%
a 4°C, ficando imersas nesta solu¢do por uma hora e 30 minutos. Em seguida, as células

foram novamente lavadas com PBS e desidratadas em gradiente crescente de etanol,
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ficando posteriormente em solugdo de acetona e alcool absoluto (v/v) por 30 minutos. A
seguir, foram expostas, por duas vezes de 15 minutos cada, a acetona pura e, em seguida, a
uma mistura de acetona e resina Epon (v/v) por uma hora, até serem incluidas em resina
pura. Por fim, foram realizados cortes semifinos e ultrafinos e a contrastacdo, para tal
gotejou-se acetato de uranila 2% em tampao maleato 0,5M e pHS5,0 sobre as telinhas de
microscopia eletronica de transmissdo contendo o material. Apds 20 minutos, o material foi
lavado em agua ultrapura e colocado sobre papel filtro para secar. Finalmente, os cortes
foram corados com chumbo e lavados novamente. As células foram observadas em
microscopio eletronico de transmissao MET - LEO 906 (40-100 KV) acoplado a um

sistema de captura e analise de imagens Kontron KS 300.

3.3. Investigacao imunocitoquimica

3.3.1.Imunofluorescéncia para fibronectina e laminina: As laminas Labtek (Nunc)
tanto nas células derivadas do glioma humano quanto o controle positivo TPHN foram
previamente lavadas em PBS e fixadas em metanol. Em seguida, foram lavadas em PBS
1% (BSA) por 3 vezes de 5 minutos cada. Em etapa conseguinte, as laminas foram
incubadas com os anticorpos  conjugados com  FITC: anti-fibronectina
(DakoCytomation,Califérnia,USA) e anti-laminina (DakoCytomation,California,USA),
gentilmente cedidos pelo Prof. Dr.Wilson Savino (Laboratério de pesquisas do Timo —
FIOCRUZ - RJ). Laminas foram encubadas por 60 minutos em camara imida com o
anticorpo primdrio e a seguir por 120 minutos com o anticorpo policlonal secundario
anticoelho conjugado a FITC (BD, Biosciences). Controles negativos incluiam a reacao
completa com a presenca de um anticorpo inespecifico de mesmo isotipo conjugado a

FITC.
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3.3.2. Imunodetecciao de GFAP,vimentina,HLA I e II, B7, TGF, CD95 e CD44:

As laminas, previamente fixadas, foram lavadas em PBS 1% (BSA) e em seguida
incubadas com os anticorpos primarios. Os anticorpos primdrios utilizados foram: anti-
GFAP(DakoCytomation,Califérnia,USA), anti-vimentina humana clone V9
(DakoCytomation,Califérnia,USA), anti-HLA ABC (DakoCytomation,California,USA),
anti-HLA-DR (DakoCytomation,Califéornia,USA), anti-B7 (CD80) humana (Santa Cruz
Biotechnology, Europe), anti-CD44 humana (DakoCytomation,Califérnia,USA), anti-
CD95 humana(DakoCytomation,Califérnia,USA), anti-TGFf31 humano (Serotec,
Kidlington,Oxfor,U.K). Apds lavagens consecutivas as laminas foram incubadas com o
anticorpo secundario especifico para cada primario (tabela 1, anexo I). Apos periodo de
incubacao, as laminas foram lavadas, por 3 vezes em salina tamponada com fosfato (PBS-
BSA 1%) e, em seguida, tratadas com o “kit” DAKO EN VISON SYSTEM HRP
(DakoCytomation, Califérnia, USA) conforme instru¢des do fabricante. A revelacdo da
reacdo foi feita utilizando-se o substrato da peroxidase (H,O;) e 3,3-diaminobenzidina
(DAB). Apds lavagem em agua corrente e destilada, as ldminas foram contra-coradas com
Hematoxilina de Harris e montadas em resina permount. Controles negativos incluiram a
reacdo completa com auséncia do anticorpo primario. Controles positivos foram
devidamente realizados seguindo-se a mesma metodologia aplicadas as amostras, conforme
descrito anteriormente.

A observagdo e documentacdo das laminas foram realizadas com auxilio de um

microscopio Optico acoplado a um sistema fotografico Nikon AT-C 1.
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3.4. Citometria de fluxo

As células NG97 e TPHN foram previamente cultivadas como descrito no item 1 em
frascos de cultura. Uma vez atingida a camada confluente em ambas culturas as células
foram tripsinizadas separadamente, como descrito anteriormente, e¢ preparadas para
determinagdo da concentragdao celular. Logo que a densidade de células foi determinada,
aferia-se o acerto para uma concentragdo de 1 x 10° células por mL de tampio PBS-BSA
1% numa solug¢do final de 3 mL para cada tipo celular.

Linfocitos e mondcitos de sangue periférico de um doador saudavel foram
selecionados pela centrifugacdo do sangue total em gradiente de Ficoll-Hypaque, para
confrontarmos a positividade de alguns marcadores presentes em células sangue periférico
as células NG97. A concentracio celular desta amostra foi acertada para 0,5 x10° células
por mL num total de 3 mL.

Brevemente, 100 pL. de cada amostra de células foram adicionados a pogos em uma
placa de 96 pocos com fundo em V, totalizando em 24 pogos por tipo celular. A placa foi
entdo centrifugada em 150xg por 4 minutos a 4°C. Finalizado este periodo adicionou-se a
cada pogo com exce¢do do primeiro, os anticorpos conjugados & compostos fluorescentes,
para cada marcador de superficie celular a ser analisado relacionados abaixo. Os controles
de isotipos incluiam amostras com imunoglobulinas de mesma origem idiotipica e
fluoréforos iguais aos anticorpos primarios utilizados. Finalizadas as incubagdes
necessarias, as amostras foram entdo guardadas em ambiente protegido da luz e levadas a
analise no citdometro de fluxo FACSscalibur - BD biosciences® (Fluorescent Cell sorter).
Posteriormente, os dados adquiridos junto ao citdmetro, foram analisados com o programa

Flow Cell Express (FCS®).
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Os anticorpos utilizados durante as reagdes foram: anti-CD29 (B1 integrina)-PE CyS5,
anti-CD49d (a4 integrina)-PE, anti- CD49e¢ (a5 integrina) -PE,anti- CD49f (a6 integrina) -
PE, anti-CD44 (mouse), IgGl de camundongo-PE e IgGl de camundongo-FITC (BD

biosciences®-Pharmingen).

3.5. Técnicas de citogenética

Os procedimentos de citogenética foram realizados em colaboragdo com o laboratério
de Tocoginecologia-CAISM UNICAMP, sob a supervisdo da Profa. Dra. Fatima Boetcher
Luiz e Dra. Juliana Heinrich. Estudos especializados em caridtipo humano e murino e os
estudos de citogenética molecular foram desenvolvidos em colaboragdo com a Profa.
Marileila Varella Garcia,PhD do Departamento de Medicina e Oncologia da Universidade
do Colorado,Denver — EUA.

3.5.1. Preparo das laminas: As células foram previamente cultivadas segundo
condi¢des descritas anteriormente, em frascos de cultivo de 75 cm?. Posterior a verificacdo
de aderéncia das células e formacdo da camada semiconfluente, 100uL de solucdo de
colchicina foi aplicada totalizando um periodo de acdo de 6 horas, promovendo entdo o
bloqueio das células em metafases. Finalizado este periodo, as células foram desaderidas do
frasco de cultivo com o auxilio de ATV, coletadas em tubos conicos e centrifugadas a
150xg por 10 minutos como procedimento de lavagem. Com a formagdo do agregado de
células no fundo cénico do tubo, o sobrenatante foi desprezado e acrescentava-se entiao
solugdo de KCI (0,075M/37°C) para hipotonia das células por um periodo total de 8
minutos, quando entdo foram fixadas em solu¢do de metanol-acido acético (3:1). Nova

lavagem foi realizada, em mesmo fixador seguida de outra lavagem conseguinte com
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fixador em propor¢ao 1:1 e novamente no fixador inicial (3:1). A concentragdo das células
conservava-se em fixador no volume final de 1 mL de fixador. Para realizagdo das técnicas
de coloracdo subseqiientes de banda G e C, laminas previamente aquecidas em forno
Pasteur, foram colocadas em suportes no banho a 37 °C e, assim que o filme de vapor foi
formado, o concentrado de células foi gotejado para uso posterior.

3.5.2. Coloracao de Banda G: Para realizagdo da técnica de colorag@o por corante de
banda G, as laminas previamente preparadas foram envelhecidas em microondas em 3
ciclos de 2minl0seg cada. Em seguida, as laminas foram imersas em tampao 2XSSC (pH
7,0) e coradas com corante Giemsa-Wrights (MERCK, Darmstadt, Germany) diluido em
tampao 2XSSC, pH 7,0 (1:4) por 5 minutos. Totalizado este periodo, as laminas foram
lavadas em agua corrente, secas a temperatura ambiente para posterior observagao.

3.5.3. Coloracao de Banda C: O procedimento de bandeamento de heterocromatina
foi realizado com laminas previamente preparadas. Em seguida, foram incubadas em
solugdo 4acido acético 45% (60°C) durante 15 minutos, seguida de imersdo em agua gelada
e solugdo de hidroxido de bario (0,35M) por 5 minutos a temperatura ambiente e
posteriormente lavadas em 4agua corrente. Brevemente, foram incubadas em tampao
2XSSC(pH 7,0/60 °C) por 30 minutos, lavadas em agua gelada e reservadas por um dia.
Finalizado este periodo de incubagdo, as laminas foram coradas na solugdo de corante para
banda C diluido em tampao 2XSSC (pH 7,0) por lhora e 10 minutos. Em etapa seguinte, as
laminas foram lavadas em 4gua corrente, deixadas em temperatura ambiente para secarem e
finalmente analisadas.

3.5.4. Hibridizacao fluorescente in situ (FISH): Cé¢lulas previamente fixadas foram
concentradas em tubo conico com o auxilio de uma centrifuga por 15 minutos a 150xg, de

maneira que o volume total com as células no tubo totalizasse S00uL. Posteriormente, a
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suspensao de células foi adicionada a uma lamina e envelhecida pelo periodo de uma noite,
a temperatura ambiente. Posteriormente, as laminas foram incubadas em tampao 2XSSC
(pH 7,0) desidratadas em gradiente de alcool (70%,85% e 100%) e secas a temperatura
ambiente. Em seguida a sonda (mix de sondas centroméricas do cromossomo 17 e Her-
2/neu) (DakoCytomation, Califérnia, USA) foi aplicada seguida da co-desnaturacao por 2
minutos em placa a 75 °C, e encubada por 16 horas em incubadora umida a 37 °C. No dia
seguinte as ldminas foram lavadas em tampao 1,5M uréia/0,1 XSSC/aquoso a 45 oC por 30
minutos seguida por um banho em tampao 2XSSC por 2 segundos. Em etapa conseguinte a
desidratacdo em banhos de 2 minutos cada em gradiente de alcoois (100%, 90%, 85% e
70%) foi realizada, seguida de secagem por 20 minutos. Finalizado o processo de secagem
foi aplicado 20uL DAPI-antifade, as laminas foram seladas com selante especial e
visualizadas em microscopio.

3.5.5. Andlise e Captura de imagens: Os resultados de citogenética foram
observados em microscopio Zeiss Axioplan 2® acoplado ao sistema de captura Axiophot®,
e analisadas com o auxilio do software Applied Spectral Imaging - Case Data Manager

Expo Version 4.5.0.28® Digimat.

3.6. Ensaio de sensibilidade a cisplatina

3.6.1. Ensaios in vitro : A concentragio de 1x10* células/mL da linhagem foram
cultivadas em triplicatas em microplacas de 24 pocos. Apds formacdo de camada
confluente, foram expostas a 100 pug/mL, 50 pg/mL, 10ug/mL e Opg/mL concentracdes de
cisplatina por 24h. Finalizado o periodo de exposicdo o sobrenadante era recolhido,

reservado, unido as células que foram soltas com o auxilio de tripsina, coradas com corante
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vital Azul de Trypan (1:10) e contadas diferencialmente para azul tripan negativas e azul de
tripan positivas(viaveis e invidveis, respectivamente).

3.6.2. Ensaio in vivo em transplante heterotopico das células derivadas NG97 em
camundongos CB17SCID/SCID: Foram utilizadas 20 camundongas com
imunodeficiéncia combinada severa (do inglés, severe combined immunodeficiency, SCID),
as quais nao possuem linfocitos T e B, entretanto, preservam células do tipo NK,
macrofagos e apresentadoras profissionais de antigeno e sistema complemento (The
Jackson laboratory comunication, 2000). O animais Specific Pathogen Free (SPF) foram
fornecidos pelo CEMIB e mantidos grupos de mesma idade de no maximo 5 animais por
unidades do tipo micro-isoladoras, mantidas em “racks” cuja temperatura controlada
variava de 20°C a 25°C, e com ciclo de fotoperiodo de 12/12 horas, todo aparato alocado no
Departamento de Imunologia. Os animais recebiam agua ¢ ragdo estéreis ad libitum
trocadas trés vezes por semana para manuten¢do da qualidade SPF. Dez dias antes ao inicio
do tratamento com cisplatina, 1x10° células derivadas de NG97 foram inoculadas
subcutaneamente no dorso dos animais, que foram entdo acompanhados, dia a dia para
verificagdo do aparecimento de massa tumoral. Apos aparecimento do tumor com volume
em médio de 1,6cm’, o crescimento do tumor foi registrado diariamente. O volume foi
determinado através da equagdo descrita por Lung, et al (2005) representada por V
=n/6(d1xd2) 3/2 x k, onde k ¢ constante empirica = 0.67, d1 é o didmetro tumoral menor e
d2 o diametro tumoral maior ¢ o resultado do volume ¢ apresentado em cm’. Todos os
procedimentos foram executados de acordo com as normas éticas estabelecidas pelo

Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal (COBEA) e aprovados pelo Comité de Etica
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em Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da Unicamp (conforme
certificado anexado ao documento de tese - Anexo I).

3.6.3. Procedimento experimental de tratamento: Dezenove animais
desenvolveram massa tumoral e foram utilizados para o procedimento. Os grupos foram
divididos em 9 animais controles e 10 tratados, em duplas cujos volumes tumorais
apresentavam-se similares para o inicio do tratamento. Uma vez atingido o volume médio,
um dia ap6s foi inicializada a administragdo das doses de tecnoplatine® 10mg/10mL
(principio ativo, Cisplatina, marca zodiac) via intra-peritonial conforme descrito em
literatura (Hyppolito, et al 2005). Conforme mesmos autores a dose indicada utilizada foi
de 8ug/g de peso do animal/dia para cada animal tratado, totalizando 3 doses por animal
sendo recomendado o intervalo de um dia entre uma dose e outra. Seguindo-se 0 mesmo
protocolo de experimentagdo os animais controle recebiam a mesma quantidade em volume
de solucdo fisioldgica injetavel, por mesma via.

3.6.3.1. Analises histologicas: Finalizada a exposi¢ao a droga ou ao soro fisiologico,
as massas tumorais, o figado e o rim direito dos animais tratados e controles foram fixadas
em tampao formalina por 24 horas, lavados, desidratados em gradientes alcodlicos 70%,
80%, 90% e 100%, seguindo-se por trés banhos de xilol, xilol/parafina (v/v) e finalmente
incluidos e emblocadas em parafina para seccdo em microtomo, coloraciao
Hematoxilina/Eosina e andlise histoldgica.

3.7. Analise estatistica: Os resultados de volume tumoral e peso dos animais tratados
ou controle, receberam tratamento estatistico realizado através dos programas: Graph prism
4.0 (Mackiev,software 1999-2000) e OriginPro 7.5 para avaliagdo por analise de regressdo

linear simples e teste “t” ndo pareado.
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4. RESULTADOS

4.1. O arranjo ultraestrutural das células NG97 in vitro

O perfil morfologico foi descrito a partir da observacao de diferentes passagens das
células NG97 em cultivo, revelando que estas células mantém a uniformidade
ultraestrutural ao longo do subcultivo celular. As principais observagdes foram definidas
por células indiferenciadas com anormalidades que designam a célula um perfil maligno.
As caracteristicas ultraestruturais encontradas e relacionadas a tumores foram: presenca de
citoplasma denso com organelas alteradas, polirribossomos, ntcleos bizarros com
invaginagdes e nucléolos proeminentes localizados proximos a membrana nuclear. Em
adicdo, as passagens celulares apresentaram um citoplasma com grande quantidade de
extensdes do tipo vilosidades com filamentos de actina e filopodias, corroborando os
estudos anteriores de descricdo morfologica da linhagem por microscopia eletronica de
varredura.

Para exemplificar algumas das caracteristicas ultraestruturais observadas em todas as
passagens de células NG97, na passagem 19 (fig. 3) a representagdo tipica das
caracteristicas morfologicas observadas. A imagem da superficie celular mostrou
numerosos microvilos com filamentos de actina no seu interior, ¢ grande quantidade de
mitocondrias andmalas e inchadas, endossomos multivesiculares, complexo de golgi
distendidos préximos ao reticulo endoplasmatico e alguns vactiolos no citoplasma (fig. 3).

Em passagens mais tardias (micrografias das passagens 80 e 89, figura 4) da linhagem
NG97 foram demonstradas a disposi¢do utraestrutural do tecido, com as células e suas

inter-relagdes de membranas.
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Figura 3: Micrografia de células na passagem 19 representativa de algumas alteragdes
comuns encontradas na linhagem NG97. Estas imagens mostram (A) microvilos (vv),
(B) filamentos de actina (seta), (C) Reticulo endoplasmatico rugoso distendido (ERD),
mitocondrias anomalas e inchadas (M). Em maior nivel de detalhamento podem ser
obervados nos detalhes (D) endossomos multivesiculares (seta) e (E) complexo de Golgi

distendido (seta). Barra: (A) 1,21um, (B) 201nm, (C) 2,01um, (D) 201nm e (E) 435nm.
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Figura 3
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Figura 4: (A e B) Imagens das células NG97 na passagem 80 revelando as heterogeneidades
nucleares, representadas por nucleos de diferentes tamanhos e diferengas na propor¢ao nucleo-
citoplasma de uma célula a outra e, além de células apresentando polimorfismo nuclear com
nucléolos proeminentes (n) localizados em regido proxima a carioteca. Em “A” ¢ possivel notar
a presenga de um microntcleo (uUN) e em (B) invaginagdes de membrana (MI) e alguns
filopodias desprovidos de arranjo tridimensional perdido durante o processamento (F) com
grande quantidade de vacuolos elétron lucidos (*). (C) Imagem da passagem 89 ressaltando as
extensdes do tipo filopodia com arranjo tridimensional preservado e corpusculos
multivesiculares (#). (D) Em algumas micrografias ¢ possivel demonstrar contetdo elétron-
licido em vactiolos (*) proximos a membrana citoplasmatica de células com nucleo de padrao

migratorio. Barra: (A) 10 um, (B) 6 um (C) e (D) 2 um .
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Figura 4
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Dentre estas ultraestruturas observadas nas células NG97 em monocamada podemos
descrever: heterogeneidades nucleares relacionadas a forma, tamanho e quantidade por
célula com presenca de micronucleos, combinada a uma relagdo nucleo/citoplasma
anormal. Os micronucleos e nucleos extras observados podem ser originados a partir de
eventos de instabilidades do tipo perdas cromossomais onde sdo gerados fragmentos que ao
final da divisdo celular s3o desigualmente arrastados por fibras em fusos multipolares,
seguidos de recupera¢do da membrana nuclear, mas sem integracdo com o nucleo da célula
filha (fig. 4A). Eventualmente células vacuolizadas gigantes eram observadas com
contetdo vacuolar amorfo elétron lucido no interior dos processos celulares. Esta grande
quantidade de vacuolos observada corresponde a lipideos que foram removidos pelo
processamento de desidratagdo alcodlica durante o processamento das amostras. Além
disso, nas amostras algumas estruturas de extensdes de membrana do tipo filopodia sdo
visualizadas (fig. 4B e 4C). Ainda, as micrografias da ultraestrutura da monocamada da
passagem 89 exemplificam os corpos multivesiculares (fig. 4C) geralmente observados na
NG97. Além disso, é possivel evidenciar um nucleo com ultraestrutura de distensdo e
alongamento compativel com um padrao de nticleo compativel com o de uma célula em
processo migratorio (fig. 4D).

Por ultimo, uma estrutura elipsoidal distinta foi observada apenas na monocamada das
células de diferentes passagens submetidas ao segundo processamento (fig. 5). Estrutura
idéntica foi evidenciada no artigo publicado por Rutka et al., (1986) figura 5, quando os
autores caracterizavam a linhagem celular SF-539 BT derivada de gliosarcoma humano. O
elipsoide flexivel elétron-denso mede 0,5 pm por Ium em seus didmetros, menor ¢ maior
com uma estrutura central de concrecdo (fig. 5A). Algumas destas estruturas sao

evidenciadas livres no espaco intercelular € na membrana basal (fig. 5B).
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Figura 5: Imagens representativas da estrutura elipsodide vista em passagens diversas das células
NG97. (A) Células da passagem 23 mostrando exuberantes extensdes de membrana (seta) e a
estrutura elipsdide dentro do citoplasma (cabecas de seta brancas) e (B) livres no espago
intercelular (seta). (C) Imagens do elipsdide (passagem 61) com concre¢des possivelmente de
calcio na regido central (seta) e em diferentes regides da célula: (1) proxima ao ntucleo, (2) no
espaco pericitoplasmatico e (3) perto da membrana (seta). (D) Notar extensdes citoplasmaticas do
tipo pseudopodos e vesiculas interagindo com os mesmos em células da passagem 89 (seta). Barra:

(A) 5 um, (B) 5 pm, (C) 2 um e (D) 2 um
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Figura 5
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Ainda, esta estrutura elipsoidal aparece envolvida por uma fina camada
monolipidica, dentro de espagos citoplasmaticos e em diferentes regides da célula:
proximas ao nucleo, no espago pericitoplasmatico e proximas a membrana plasmatica (fig.
5C). E importante ressaltar que algumas estruturas de extensdes citoplasmaticas como
pseudopodos que poderiam interagir com o elipsoide através de vesiculas possivelmente

liberadas das células (fig. 5D).

4.2. A citomorfologia e a diminuicao da dependéncia de ancoragem das células ao

substrato

4.2.1. Expressao de filamentos intermediirios: GFAP, Vimentina e

Neurofilamento

Para avaliar o padrao de expressao dos filamentos intermediarios de citoesqueleto ao
longo do subcultivo das células NG97 passagens baixas (até a passagem 50), intermedidrias
(intervalo entre 51 a 79) e altas (da passagem 80 em diante) foram selecionadas para a

experimentacao.

Através da analise imunocitoquimica, demonstrou-se que as expressoes de
conformagao funcionais de GFAP e vimentina seguem um padrdo modulatorio ao longo do
subcultivo. A GFAP aparece intensamente marcada no citoplasma de 100% das passagens
baixas (19) (Fig. 6A), apresentando-se positiva no citoplasma de 85% das células da
passagem 30 (Fig. 6B). Em passagens intermediarias, como a passagem 51 (Fig. 6C) foi
observada auséncia de células positivas para GFAP em 100% das células, permanecendo o

mesmo padrao em passagens altas (passagem 80) (Fig. 6D).
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Em contrapartida, com relagdo a expressao de vimentina ¢ visto inicialmente total
auséncia de marcagao citoplasmatica para a vimentina nas passagens baixas (21) (Fig. 6E)
progredindo a fraca marcacdo em passagens intermedidrias (40) (Fig.
6F).Aproximadamente em 54% das células de passagens intermediarias, como a passagem
59, apresentaram marcacao moderada (Fig. 6G) e por ultimo nota-se hipermarcacdo em

100% na passagem 83 (Fig. 6H).

Além dos filamentos intermedidrios descritos anteriormente, a expressao do
Neurofilamento ndo foi observada ao longo das passagens, embora algumas células

possuissem morfologia semelhante ao corpo celular de neuronios multipolares (Fig 7).
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Figura 6: Imunocitoquimica para detec¢ao de perfil modulatorio de expressao negativa
do filamento intermediario de citoesqueleto GFAP (A,B,C e D) e positivagdo para
vimentina (E,F,G e H) nas células NG97 ao longo do subcultivo celular. (Aumentos
originais: A — C e E - G= 200x; e D e H = 1000x) (Controles positivo e negativo

foram realizados entretanto ndo estdo aqui representados).
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Figura 7: (A e B) Imagens representativas de auséncia do NF em células NG97 da passagem
26, embora algumas células possuam uma morfologia de neurdnio multipolar. (C) Bidpsia de

cérebro normal como controle positivo da reagcdo e (D) células NG97 como controle negativo

(aumento original: A e B=200X,C= 600X e D=200X).
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4.2.2. A Expressao de fibronectina e laminina e repectivos receptores de adesao

As moléculas relacionadas a interagdo de adesdo e desadesdo sdo capazes de
desencadear sinalizagdo e disparar diferentes processos em células de gliomas. Aqui foram
examinadas nas células NG97: as subunidades 1, a4, a5e a6 formadoras de integrinas,

fibronectina, laminina ¢ CD44.

Através de citometria de fluxo foi demonstrado que o perfil de expressio das
subunidades Pl e a5 apresentam-se moderado e alto, respectivamente. Entretanto, as

subunidades a4 e a6 de integrinas nao foram detectadas nas células NG97 (tabela 2).

Os ligantes de integrinas foram demonstrados por imunofluorescéncia (fig. 8) e
caracterizaram-se por estarem expressos na matriz ou no citoplasma das células NG97.
Assim foram demonstradas baixas quantidades de fibronectina e laminina como depdsitos
pontuais ou dispersos na de matriz extracelular. Em adi¢do, demonstrou-se grande
quantidade de fluorescéncia para tais proteinas na regido intracelular citoplasmatica,
sobretudo em células que apresentavam padrao migratorio. Esta positividade ¢ mais intensa
em regides celulares onde ocorrem extensdes de membrana do tipo filopodia e lamelipodia
direcionadas para migra¢do das células, onde ¢ evidenciada intensa marcacdo para
fibronectina (Fig. 8A) e, em nivel maior para laminina (Fig. 8B). Os controles positivos,
aqui representados pelas células de linhagem TPHN (Fernadez et al, 1994) apresentaram
padrdo de intensidade de fluorescéncia semelhante ao das células NG97, como

demonstrados na figura 8C e 8D.
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Tabela 2: Média da porcentagem de células marcadas por citometria de fluxo das
subunidades de integrinas em passagens baixa (22), intermediaria (54 ) e alta (92) de

células da passagem NG97.

Subunidades de integrinas NG97 *
a 4 (CD49d) 0.0
a 5 (CD4%e) 95,0
a 6 (CD49f) 0,0
B 1 (CD29) 54,0

*Valores representativos da porcentagem de marcagdo em 1 0* células NG97 em
andlises de passagens baixas, intermedidrias e altas. Controles positivos com
células de linhagem TPHN foram realizados, porém os dados ndo estdo aqui

representados.
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Figura 8: Imunofluorescéncia para fibronectina e laminina nas células NG97.
Células da passagem 20 em cultivo com expressao de (A) fibronectina e (B)
laminina. A fibronectina caracteriza-se por intensa deposi¢do na matriz
extracelular (*). Ambas caracterizam-se por apresentarem padrdao citoplasmatico
difuso com areas de deposi¢cdo pontual na matriz (#) e aumento de polimerizagao
em extensdes citoplasmaticas do tipo lamelipodia e filopodia (seta). Imagens
representativas do controle negativo (C) e controles positivos para fibronectina (D)
¢ laminina (E) em células da linhagem estabelecida TPHN (Aumento original:

400X).
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E finalmente, quanto a expressdo da glicoproteina de adesao CD44 (humana) nao
foram detectadas células da linhagem NG97 com marcagao imunocitoquimica apesar de as
células apresentarem coloracao diferencial positiva para componentes glicoprotéicos na
superficie celular (dados ndo mostrados). Assim, quando as amostras foram testadas para
anticorpos que reconhecessem CD44 murino, por citometria de fluxo, encontrou-se
positividade em 100% das células (tabela 3).

4.2.3. Desenvolvimento e formacao da estrutura organotipica

Ao serem cultivadas em filme de agar 2% as células de passagens baixas da NG97
(21) demonstravam-se independentes de adesdo ao substrato e capazes de desenvolver
agregados hipercelulares esferdides (Fig.9A e 9B). Em mesma situagdo de cultivo,
passagens de subcultivo intermediario e alto (61 e 89) desenvolveram os mesmos agregados
esferdides hipercelulares além de estruturas organizadas que seriam uma espécie de suporte
para tais agregados (Fig 9C), que finalmente organizavam-se acima (Fig. 9D) das mesmas e
desenvolver uma estrutura dotada de cavidade (Fig 9E). Em alguns destes organoides na
interface da regido cavitada as células apresentam morfologia epitelidide cubica

semelhante a estrutura celular ependimal presente nos ventriculos cerebrais (Fig. 9F).
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Tabela 3: Resultados de porcentagem de células marcadas por

imunoistoquimica e citometria de fluxo para CD44 em diversas passagens das

células NG97.
Marcadores Baixa Intermediaria Alta
CD44 (IHQY) 0 0 0
CD44 (CF?)
100 100 100

1 . ~ . . L.
Valores representativos da porcentagem de marcag¢do por imunoistoquimica
com anticorpo anti-CD44 humano em células NG97 da passagem 20, 60 e 80.
*Valore de porcentagem de fluorescéncia em 1 0* células por citometria de fluxo

com anticorpos anti-CD44 murina em células da passagem 22, 48 e 73.
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Figura 9: (A) Imagem macroscopica de estruturas organotipicas desenvolvidas
em passagens baixa (21), intermediaria (61) e alta (89) nas células NG97. (B)
Células da passagem 20 onde sdo evidenciados agregados hipercelulares
esferdides. (C) e (D) Células de passagem 61 e 89 respectivamente, ilustrando a
organizagdo de células de suporte (seta) a formacdo de um conjunto de
esferdides. (E) e (F) Imagens da passagem 61 ilustrativas de formacdo de
estrutura cavitaria com regido de encontro de polos opostos (cabeca de seta) e
células de morfologia epitelial cubdide.(Aumento original: de B-D, 80x e em E e

F de 32X).
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Figura 9
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4.3. Auséncia de moléculas de interacao com o sistema imune
Nao foi detectada a expressao de moléculas HLA I, II, CD95, TGFB e B7 (CD80) nas
células NG97 por reacdo imunoistoquimica para passagens baixas, intermediarias ou altas

(Tabela 4).

Tabela 4: Reagdes imuncitoquimicas de diferentes passagens celulares da linhagem

NG97.
Marcador NGY7 Controle Controle
baixa intermediaria alta e Pt
HLA-ABC - - . - ++
HLA-DR - _ - - S+
B7 - = - - P
TGFp = - - 5 +
CD95 - - - - NR

* Os resultados sao demonstrativos de diferentes padrdes de positividade das células . O
score determinado foi: ++ (positivo em até 50%) ou +++ (positivo em 100% das
células). NR= ndo realizado. As passagens utilizadas foram: P27 (baixa), P52

(intermediaria) e P80 (alta).
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4.4. As anormalidades citogenéticas

As células NG97 demonstraram-se extremamente instdveis cromossomicamente.
Inumeras alteragdes do tipo quebras, figuras de fusdo entre cromossomos ¢ figuras de ponte
intercromatides foram demonstradas pela coloracdo de banda G (Fig. 10A). Além disso,
varias regides de heterocromatina, cromossomos acrocéntricos e dicéntricos foram
visualizados (Fig 10B). A andlise de 100 metafases da passagem P20 evidenciou mais de

50 aberragdes numéricas e estruturais.

O numero modal de cromossomos atribuido a estas células foi de 63, com 91% das
células apresentando hiperdiploidia, e em 90% das metafases foi observada uma variacao de
20 a 49 cromossomos acrocéntricos. A avaliagdo e emparelhamento destes cromossomos
acrocéntricos demonstrou a presenga de cromossomos com estrutura e padrao de coloracdo

GTG compativeis com origem murina (Fig. 11).
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Figura 10: Imagens digitalizadas de metafases da linhagem celular NG97.
Cromossomos em banda G (A e B) na resolugdo de 400pb demonstrando
instabilidades cromossdmicas como: figuras fusdo (setas brancas), (B) de ponte
(seta preta) e cariotipo humano. Notar a grande quantidade de cromossomos
acrocéntricos e marcadores. (C) Metafase com padrao de banda CGC demonstrando
cromossomos acéntricos (®) , dicéntricos (cabe¢a de seta) com regides de
coloracdo homogéneas (*). (D) Padroes de banda CGC com as mesmas alteragdes
descritas em “C” porém com regides de heterocromatinas melhores evidenciadas
(*). Micrografia obtida pelo negativo de imagens de cromossomos metafasicos

corados por DAPI (Aumento original: 1200X)
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Figura 11: Representagdao do cariotipo de cromossomos murinos presentes nas
cé¢lulas NG97. Notar a presenga de alteragdes originadas a partir de translocagao:
fusdes (fus) intercromossomais, isocromossomos (i), trissomias, tetrassomias €

inversdes (inv) pericéntricas
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4.4.1. Analise do gene Her-2/neu
A linhagem NG97 foi classificada como negativa para expressao do gene codificante
do receptor de fator de crescimento epidermal Her-2/neu, uma vez que, apesar da existéncia
de células interfasicas com sinal amplificado, estas representam menos de 1% do conjunto

de células (Fig. 12).
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Figura 12: Nucleos interfasicos corados com DAPI e representativos de reagcdo de FISH
Her2/neu . (A) Notar a presenca de amplificagdo do sinal de Her2/neu (rosa) (detalhe em
1000x de aumento a direita) em quase 4 vezes e auséncia de marcacdo de nucleos de
células da linhagem NG97. O sinal representado em verde corresponde ao controle de
centrometro do cromossomo 17 onde ha a seqiliéncia de Her-2neu. (B) Alguns nucleos
de células NG97 com sinais positivos porém com auséncia de sinal controle verde.

(Aumentos 600x em A e B respectivamente)
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Figura 12
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4.5. A sensibilidade a drogas
4.5.1.Tratamento das células NG97 com cisplatina in vitro
As células da linhagem NG97 quando expostas ao tratamento de Cisplatina in vitro
demonstraram-se sensiveis ao agente quimioterapico na medida em que uma diminui¢do de
viabilidade foi detectada quando estas células eram expostas a diferentes concentragcdes ¢ o
padrao de interferéncia no crescimento das células ¢ demonstrado no grafico 1,

correspondendo a um padrdo dose-resposta em concentragdes superiores a 100pg/mL

correspondentes a um limite de 250 pg/mL (dado ndo mostrado).
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Grafico 1: Quantidades de células azul de tripan negativas (vidveis) e positivas
(inviaveis) obtidas a partir de contagem de viabilidade celular por azul de tripan apds a
exposicao a diferentes concentragdes de cisplatina.

4.5.2. Analise in vivo

As observagdes da agdo bioldgica de cisplatina nas células da linhagem NG97 foram

realizadas através da inoculacdo das células, subcutaneamente no dorso camundongos

CB17/ SCID com diferentes idades. O grupo apresentava animais com idades de 15 (n=7),
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10 (n=10), 7 (n=1) e 5(n=2) semanas com peso inicial médio de 19,29g (+0,8 de desvio
padrio médio). A excecdo de um animal com idade de 10 semanas, todos os demais
desenvolveram tumor, demonstrando que a diferenca de idade nao interfere no
desenvolvimento e aparecimento da massa tumoral. E importante descrever que as células
da linhagem quando inoculadas nos animais desenvolveu massa tumoral com
vascularizagdo tal, que alguns vasos adjacentes a derme acabara rompendo-se ¢
desenvolvendo escarificagdo. Também foram observadas exuberante vasculariza¢do, com a
presenga de um vaso central de grande calibre (por alta pressdo vascular no microambiente)
e vasos anastomosados como componentes do sistema vasculatorio tumoral. Contudo, a
massa tumoral formada ndo demonstrou invasao nos tecidos adjacentes, apresentando uma
matriz propria com conexdo a derme do animal.

Este padrao ¢ demonstrado em todos os animais inicialmente, entretanto, a partir da
primeira dose nos animais tratados com a cisplatina ocorre a diminui¢gdo macroscopica
estimada em 10% do tamanho da massa tumoral. Quando consideramos as medidas de
volume e comparamos o intervalo entre a primeira e a ultima dose nos animais tratados
podemos dizer que ha uma reducdo média de 86% no volume tumoral. Em contrapartida
nos animais controle ocorre um aumento macroscopicamente visivel, muitas vezes com
desenvolvimento de outras massas tumorais adjacentes orientadas em grande parte dos
casos aos membros dianteiros dos animais. A comparagao entre o primeiro e ultimo dia de
dose placebo (soro fisiolégico) demonstra um acréscimo médio de 39,7% no volume
tumoral. Através da andlise estatistica ¢ possivel confirmar que o tratameto com a
cisplatina diminui o tamanho da massa tumoral com relagdo direta ao parametro tempo, ¢ a
mesma aparece reduzida em animais controle (grafico 2). Estes animais controle

apresentam crescimento tumoral progressivo quase exponencial e em alguns animais,
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entretanto, a condicdo geral de saide dos animais controle apresentava-se melhor do que
os animais tratados. Alguns sinais de acometimento fisioldgico foram observados no grupo
tratado como diarréia, com presenca de sangue nas fezes, pélo arrepiado (temperatura
corporea elevada) e diminui¢do de agilidade. Um total de quatro animais foram a 6bito
antes do término do tempo experimental, dentre eles um foi a 6bito apods a primeira dose e
os demais apos a inoculagdo da terceira dose. Nenhum animal do grupo controle
apresentou os efeitos observados no grupo tratado ou morreram durante o tempo
experimental. Dois animais apresentaram desenvolvimento inicial do tumor mais lento e
por este motivo o inicio da experimentagdo e administracdo de doses ocorreu apoés aos
demais animais, assim no grafico volume tumoral versus tempo (grafico 2) de tratamento o

dia “7” é representativo de apenas dois animais (tratado e controle).
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Grafico 2 : Diagramas correspondentes as medidas de volume por dia. Grupo de animais
tratados com cisplatina, com diminui¢do no volume tumoral. Animais controle
demonstrando o crescimento aumentado das massas tumorais. A exce¢do de 2 animais,

todos foram sacrificados no dia 6. As doses foram inoculadas via i.p. € na maioria dos
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animais nos dias 1, 3 e 5. ( o dia “7” ¢ representado apenas por dois animais, um de cada
grupo experimental e que recebe) (No eixo “y” temos representado o volume em cm’ da
massa tumoral, enquanto em “x” temos o tempo em dias. Para as analises foi considerado
o valor de p<0,01).

Em adi¢do ao quadro descrito de reacao fisioldgica adversa a cisplatina, os animais
tratados tiveram uma redugdo do peso médio significativo indicado por até -4,6g, em
relacdo aos animais controles que apresentaram um acréscimo médio ao peso de até 1,15g.
E importante notar que em um animal do grupo controle que nio desenvolveu massa
tumoral apresentou uma variacdo de peso de £0,1g. Assim ¢ possivel dizer que a droga
causou a diminui¢do do peso do animal com comprometimento fisiolégico dos animais
tratados em relagdo aos controles. O ganho de peso dos animais controle pode estar
relacionado também ao aumento do volume da massa tumoral. Através da avaliagdo

estatistica por teste de regressdo linear, nota-se clara diferenga entre o peso dos animais

tratados em comparacao aos controles (grafico 3).
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Grafico 3 : Diagramas correspondentes ao peso por dia. (!) Animais tratados com
cisplatina, demonstrando a diminui¢do significativa do peso cada tracado sinalizado
corresponde a uma animal. (7) Animais controle demonstrando um “ganho” de peso (No
eixo “y” temos o peso em mg, enquanto em “x” temos o tempo em dias) (p<0,01).

4.5.2.1. Avaliacao histopatolégica dos tecidos tumorais, figado e rim dos grupos

de animais tratado e controle.

O efeito citotoxico da cisplatina nas células NG97 foi realizado através de
observagoes da histologia dos tecidos tumorais. A observacao de tecidos como rim e
figado dos grupos tratados e controle também foi realizada para investigagdo de efeito
citotoxico da Cisplatina nesses tecidos.

Levando em conta a caracterizagdo histopatoldgica de astrocitomas, os espécimes
observados apresentaram formagdes histologicas compativeis com o fenotipo astrocitoma
grau IV, como a presenca de alta taxa de mitose, glomerulizagdo, discreta camada
pseudopali¢ada, vascularizagdo e areas de necrose com células em apoptose.

Em relacdo a organizagdo e estrutura matricial dos tecidos tumorais, os tecidos dos
animais tratados em relacdo aos controles demonstraram extensos processos de
hialiniza¢do tecidual, evidenciada pela intensa coloracdo eosinofilica (extensas areas
réseas) (Fig 13A e 13B). Esta descri¢do histologica corrobora a observagdo macroscopica
de que os tumores dos animais tratados indicavam arquitetura tecidual comprometida
(tumores mais “moles”) em relagdo aos controles.

O perfil vasculatdrio apresentado em ambos tecidos tumorais seguiu-se as descrigdes
compativeis com astrocitomas grau IV, entretanto, algumas altera¢des nos nucleos das

células associadas a vasos foram observadas. Em relacdo ao grupo controle, as células
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tumorais adjacentes aos vasos nos tecidos tumorais tratados apresentam nucleos com perda
de textura dos cromossomos e citoplasma com diminui¢ao de coloragdo por Hematoxilina.
Esta perda de coloracao nas células adjacentes ao vaso indica diminui¢ado do metabolismo
das células, indicando uma possivel agao direta no ciclo celular das células tumorais, ou

seja a agao citotoxica da cisplatina.
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Figura 13 : Histologia dos gliomas originados a partir da inoculagdo das células
NG97 no dorso dos animais CB17/SCID. (A) Visao geral do tecido tumoral do
animal controle, com menor hialinizacdo e com caracteristicas de astrocitoma IV.
(B) Visao geral de um tecido tumoral de um animal tratado com cisplatina
demonstrando a grande hialiniza¢ao central (H) e periférica (areas eosinofilicas) e
diminui¢do células viaveis (nucleos e citoplasma pouco corados em azul). Notar
necrose central circundada por células de perfil apoptotico e viaveis. (C e D) Em
aumento maior ¢ possivel demonstrar areas de glomerulizacdo (G) e nos animais
tratados e em regides (D) adjacentes a vasos onde ha agdo citotoxica da cisplatina
(retangulos, detalhe), ha diminui¢do de impregnacdo por corante e diminui¢do de
textura da cromatina (setas). (aumento original: A e B = 40x; C e D = 200x ¢

detalhe=400x).
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Também ¢ notdvel que vasos de maior calibre e extensdo sao circundados por um
halo maior onde ha perda de coloracao das células. Esta caracteristica confere a droga uma
acdo citotoxica maior, pelo fato de ocorrer uma maior perfusdo da droga (devido a maior
pressao sanguinea) em relagdo aos vasos de menor calibre. Esta caracteristica ¢ conferida
pelo fato do sistema vascular intratumoral possuir um endotélio especial, com diferengas
de pressdo entre as regides centrais e periféricas do tecido.

Ao avaliarmos os tecidos do figado ndo foram observadas diferengas histologicas
entre o tratado e controle, entretanto, alguns reticuldcitos na circulacdo dos animais
tratados (figura 14) foram evidenciados.

Ainda, relacionando-se ao perfil de efeitos citotoxicos da cisplatina, foram avaliados
histopatologicamente os tecidos renais de animais tratados e controles. Nos tibulos e
glomérulos renais de animais tratados ha auséncia de alteragdes quando comparamos aos
controles, entretanto, foi observado nos glomérulos dos animais controle baixa quantidade
de agregacdo eritrocitaria em relagdo aos animais tratados (figura 15), fato este que pode

ser gerado como artefato da técnica.
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Figura 14: Analise histologica do figado de animal tratado com
cisplatina. Hepatdcitos e circulagdo sem alteragdes. Notar a presenca de

reticulocitos no sistema porta-hepatico (seta) (aumento original: 400x).
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Figura 14
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Figura 15: Histologia do rim de animais tratado (A) e controle (B)
demonstrando a auséncia de alteragdes. Notar a presenga de agregacao
eritrocitaria nos glomérulos no rim do animal tratado com cisplatina

(aumento original: 200x).
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Figura 15
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5. DISCUSSAO

Ha cerca de 100 anos eram iniciadas experimentagdes que posteriormente abririam
um amplo campo de pesquisa, o cultivo de células. Desenvolvido inicialmente para o
entendimento da biologia de células neuronais, mostrou-se com amplo espectro de
aplicacdo dentre as ciéncias bioldgicas, biomédicas e até mesmo na engenharia. Porém,
para utiliza¢do de células in vitro para finalidade de experimentagdo ¢ necessario o amplo
conhecimento das caracteristicas presentes nas linhagens celulares utilizadas. Assim,
posteriormente ao estabelecimento da linhagem celular NG97 pelo nosso laboratorio, fez-
se necessaria a ampla caracterizagdo destas células, objetivo do projeto de tese aqui
apresentado. Deste modo, seguiu-se a elucidagdo de aspectos relacionados a morfologia,
imunofenotipagem, citogenética e teste de sensibilidade ao quimioterapico Cisplatina. E
importante ressaltar que o trabalho de caracterizacdo da linhagem NG97 visa determinar
numerosas caracteristicas relacionadas as células para futuro deposito destas em banco de
células.
5.1. As células NG97 possuem ultraestruturas tipicas de células indiferenciadas e
tumores astrociticos
Os trabalhos prévios com a linhagem celular NG97 determinaram o estabelecimento
da cultura (Grippo et al., 2001), demonstrando também a capacidade tumorigénica das
mesmas quando injetadas em camundongos nude. Em adicdo, a ultraestrutura do
xenotransplante foi descrita por Schencka e colaboradores (2005) como um tecido com
células altamente indiferenciadas, com nucleo pleomorfico, portador de invaginagdes e
classificado histologicamente como glioblastoma secundario. O presente trabalho, assim

como os trabalhos anteriores descrevem na cultura como um todo, células indiferenciadas
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porém com ultraestruturas similares a glioblastomas do tipo secundario e primario. Dentre
as caracteristicas descritas nas células NG97, aquelas que designam o fenotipo glioblastoma
secundario a linhagem segundo classificagdo de Liberski & Kordek (1997), foram:
citoplasma denso, com numerosos microvilos portadores de filamentos de actina, grande
quantidade de mitocondrias inchadas, corpusculos multivesiculares, complexos de golgi
distendidos e polirribossomos Tais caracteristicas podem representar uma exacerbagdo de
organizagdo ultraestrutural, uma vez que astrécitos do tipo fibrilares normais apresentam
estruturas semelhantes, porém em menor quantidade ou desprovidas de alteragdes (Karasek
et al, 2004).

Quanto a expressdo das caracteristicas compativeis ao fenotipo glioblastoma primario
e que foram inicalmente postuladas por alguns autores (Kepes et al 1981; Liberski &
Kordek,1997), a linhagem NG97 apresenta grande quantidade de células gigantes
polinucleadas, células primitivas com organelas subcelulares, reticulo endoplasmatico
rugosos e complexo de Golgi distendidos, mitocondrias andmalas e células vacuolizadas
com componentes elétron lucidos correspondentes a contetdo lipidico intracelular.

Os caracteres ambiguos observados nas células NG97 podem ser atribuidos ao fato de
células derivadas de astrocitoma humano conservarem a extensa plasticidade funcional dos
astrocitos de se re-adaptarem ao microambiente sendo capazes de alterarem até mesmo seu
proprio ciclo celular (Kubota et al, 2006). De fato, Aristemi-Morillo e colaboradores
(2008) demonstraram que células viaveis de glioblastomas respondem as baixas tensdes de
oxigénio no meio ambiente com alteragdes como o inchamento de mitocondrias nas regides
hipoxicas.

Em adi¢do aos caracteres de glioblastomas observados nas células NG97, uma

estrutura elipsoidal unica, descrita apenas em outra linhagem de gliosarcoma (Rutka et al,
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1986), foi observada. Ultraestruturas similares foram observadas em células da glandula
pineal humana, sendo estas denominadas de areia cerebral (Baconnier et al, 2002). A partir
da organizagdo estrutural apresentada por tais estruturas, e dada a existéncia de aparente
sistema de interacao por pseudopodos entre estas estruturas elipsoidais e as células, postula-
se que as mesmas possam ser resultado da combinagdo de célcio com componentes
polifosfatados que sdo liberados por algumas células e recebidas por outras na
monocamada. Entretanto, para determinagdo de composi¢do, enderecamento e natureza
fisiologica de tais estruturas ¢ necessdria a combina¢do de métodos de microscopia
eletronica de transmissdo e sondas capazes de interagir com o conteudo quimico das
concregdes nos elipsdides.

5.2. As células NG97 possuem caracteristicas mofologicas atribuidas a
linhagens tumorais astrociticas pois expressam proteinas GFAP e vimentina,
integrina a5B1, fibronectina, Laminina e CD44 com perda de aderéncia ao substrato

O padrao de expressdo das NG97 evidenciou que, ao longo do subcultivo das
células NG97, ha diminuicdo de GFAP associada ao aumento de expressao de vimentina.
Este padrao modulatério encontrado pode estar associado a recuperacdo de caracteristicas
embriondrias, fendOmeno comum em células tumorais, uma vez que durante o
desenvolvimento embriondario de astrocitomas o padrdo de modugdo observado € inverso
ao apresentado. Ao longo do subcultivo, os determinantes de diferenciagdo astrocitaria
sdo as proteinas de citoesqueleto GFAP, que em células embriondrias sdo expressas nas
células apds a migracdo dos progenitores gliais para a glia radial durante o
desenvolvimento do Sistema Nervoso Central. Esta migragdo tem como conseqiiéncia final

a diferenciacdo das células que constituirdo o cérebro adulto e sdo determinadas pelo pool
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de mediadores quimicos presentes no ambiente (Mehler et al, 1995). Esta fase migratoria
inicial das células ¢ acompanhada por alta expressdo de vimentina como heranca
ectodérmica do progenitor glial que, associada em paralelo a microtibulos e outros
filamentos do citoesqueleto, participam de um equilibrio dindmico de polimerizagdo e
despolimeriza¢ao, de modo a permitir a locomogao celular (Lodish et al, 2000). Além
disso, alguns tipos de progenitores gliais do tipo astrécitos I passam por uma fase
transitoria onde expressam ambos filamentos intermediarios de citoesqueleto, que na fase
adulta podem originar oligodendrocitos (Mehler et al, 1995).

Ainda, o aumento detectado de expressdo de vimentina ¢ diminui¢do de GFAP nas
células da linhagem NG97 pode indicar a selecdo de um fendtipo sarcomatoso uma vez
que este componente de citoesqueleto esta associado a diferenciagdo histopatologica de
células mesenquimais, como células endoteliais, linfocitos, macrofagos e fibroblastos
(Cochran et al, 1986).

Uma hipotese mais recente, entretanto, afirma que a perda da expressdo de GFAP in
vivo, freqiientemente encontrada em astrocitomas de alto grau, ndo constitui um passo no
desenvolvimento do tumor, mas representa apenas a evolucdo das células para um estado
indiferenciado (Wilhelmsson et al, 2003). Além disso, o padrdo modulatorio apresentado
coincide com uma diminui¢do do tempo de duplicagdo das células (Tatiane Q. Zorzeto,
comunicagdo pessoal) in vitro sugerindo um aumento da capacidade de divisdo celular,
compativel com o fenotipo de células malignizadas. Ao longo das ultimas trés décadas,
varios experimentos sugeriram uma forte correlacdo negativa entre o nivel de expressao de
GFAP e o grau de transformagdo maligna de astrocitos, contribuindo para o

desenvolvimento e progressdo dos astrocitomas.
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Esse mesmo padrao de expressao de GFAP foi observado com a linhagem SA146
(Gomes et al, 1997). Nesse estudo, as células inicialmente se apresentaram positivas para o
marcador, mas apenas 30-50% dessas continuaram a expressar GFAP apos 25 passagens in
vitro. Outros relatos da literatura também demonstraram que linhagens de astrocitoma
podem perder a capacidade de sintetizar GFAP ao longo da cultura e corroboram nossos
resultados (Kruse et al, 1992; Perzelova et al, 1998).

Embora as células NG97 apresentem a modulacdo de expressdo negativa para
GFAP ao longo do subcultivo, as NG97 ndo expressam NF como foi demonstrado nas
linhagens derivadas de astrocitoma U138 ¢ HS683 (Takashi et al, 1993). Os mesmos
autores demonstraram que algumas linhagens derivadas de astrocitomas (U251 e U373)
podem deixar expressar ambos filamentos de citoesqueleto, como foi visto em altas
passagens das células NG97.

E provavel que exista um mecanismo de regulacio coordenada da expressdo de tais
filamentos intermediarios e estes estdo relacionados ao aumento ou diminui¢do de
agressividade e invasividade dos astrocitomas dependendo das condi¢gdes do
microambiente. De fato, Rutka e colaboradores (1999) demonstraram em células
transfectadas (asU251 MG), cuja expressdo de Vimentina e Nestina estavam aumentadas e
a de GFAP diminuida, alta taxa de mobilidade e invasividade. Além disso, uma vez que
ocorre eliminagdo de expressao de GFAP por terapia antisense, em células que expressam
GFAP (U251MG) ocorre reducdo da adesdo das células e aumento de invasividade. Estes
caracteres sao acompanhados pelo aumento de regulagdo positiva para a expressdao de 1
integrina, redistribuicdo de actinas,e aumento de regulagdo positiva para CD44 na

superficie das células derivadas de linhagens de astrocitomas (Rutka et al, 1994 e 1999).
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Este aumento da agressividade em astrocitomas também ¢ acompanhado pela
aquisicdo do potencial migratério celular, a partir da diminuicdo de expressao de
moléculas de integrinas e o aumento de extensdes citoplasmaticas do tipo lamelipodia com
diminui¢io de adesdo focal & matriz extracelular (Uhm et al, 1999). E descrito também que
as integrinas em células de astrocitoma podem desempenhar o papel de sinalizagao
intracelular tendo como conseqiiéncia o aumento da proliferagdo e sobrevida das células
tumorais (Uhm et al, 1999). As moléculas a4, a5, a6 agregam-se a subunidade B1 na
superficie celular, para formar as moléculas de integrinas. As moléculas homodiméricas do
tipo o estdo organizadas nas membranas das células em ilhas independentes, que se
agregam a ilhas de subunidades B1 para formar heterodimeros e conseqiiente formagao das
integrinas funcionais.  Este fenomeno de organizagdo pode ser modulado pela
concentragdo de polipeptideos do tipo RGD, presentes na seqiiéncia polipeptidica dos
respectivos ligantes das integrinas (Brinkerhoff & Linderman, 2001). A auséncia de
expressdo o4fB1 demonstrada nas células NG97 foi documentada anteriormente em
astrocitomas, em contrapartida alguns estudos demonstram a expressdo de aS5B1, a6p1
integrinas e seus ligantes tanto in vitro quanto in vivo. O ligante de fibronectina, a a5p1
integrina em astrocitomas aparece descrito na literatura como aumentado ou diminuido no
fenotipo invasivo. As células NG97 apresentaram alta expressdo do mondmero oS
concomitante a expressdo intermedidria de B1 integrina pode significar a existéncia de
poucas moléculas de integrina a5f1 afuncionais. Tal fato foi descrito por alguns autores
como resultado de interacdo diferencial das moléculas em diferentes regides da massa
tumoral. No centro do tumor a a5B1 ¢ expressa funcionalmente para modular sinal para

divisdo celular, enquanto a ligacdo da a5B1 a fibronectina da matriz induz diminuigao da
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expressao funcional da integrina para que as c€lulas migrem (Uhm et al, 1999). Outra
hipoétese aventada € o fato de a diminuicao na deteccdo das subunidades 1 integrina em
contrapartida a alta expressdo da subunidade a5 corresponderem a um aumento de
expressao da seqiiéncia Mgat5 durante a transformacao maligna resultando no aumento de
ramificacdes do tipo B1,6 na subunidade P1 das integrinas a5B1 de células tumorais,
diminuindo a habilidade das integrinas a agregarem-se na superficie das células (Gao et al,
2005). As células NG97 possuem baixissima expressao a6f1 integrinas, embora haja
expressdo de seu ligante, a laminina na matriz extracelular. E possivel que a baixa
expressdo de a6 na superficie das células seja resultado da auséncia de estimulos do
ambiente uma vez que a laminina detectada nas células NG97 estdo prioritariamente
expressas no citoplasma celular. Assim, experimentos visando o teste de funcionalidade
das integrinas nas células NG97 estdo em desenvolvimento em nosso laboratorio para
elucidar estas questoes.

Também como caracteristica relacionada ao potencial migratério e redugdo de
adesdo das células NG97 foi demonstrada concomitante a expressdo de moléculas de
superficie CD44. A expressao deste marcador estd diretamente relacionada com o perfil
metastatico de algumas células derivadas de astrocitomas tanto in vivo quanto in vitro. Foi
demonstrado que a transfeccdo de seqiiéncias que determinam a expressdo de CD44 em
células de astrocitoma que antes ndo expressavam tal proteina de membrana, tem seu
potencial de adesdo diminuido e migratorio e metastatico ampliado (Merzak et al,1994). De
fato, as células NG97 semeadas em meio agar demonstraram-se independentes de

ancoragem e capazes de formarem estruturas tridimensionais conhecidas como organdides.
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Estas estruturas organotipicas sdo importantes na medida em que mimetizam a
estrutura dos tumores in vivo e permite uma aproximagao da realidade no estudo de
perfusdao de drogas e mediadores que estejam presentes no microambiente. Assim como as
células NG97, outras células derivadas de astrocitoma, como as SNB19, U87, U251, GaMg
(ver tabela 1) dentre outras, também desenvolvem estruturas tridimensionais (Nirmala et al,
2001; Kolchinsky & Roninson, 1997 e Foehr et al, 2005). Entretanto, a organizacao
morfologica apresentada pelas células NG97 ndo possui semelhancas com as descrigdes de
outras linhagens. E provavel que as luzes das estruturas cavitadas sejam originadas a partir
da grande deposicao de glicosideos no meio exterior a célula e interior a cavidade (dado
ndo mostrado), dada intensa coloragdo de PAS. Entretanto, ha a necessidade de
desenvolvimento de outros experimentos para demonstrar a natureza quimica dos
componentes presentes na luz destas estruturas.

5.3. As células NG97 nio expressam moléculas relacionadas as possiveis
interacoes das células com o sistema imune no microambiente tumoral como: HLA
LHLAIIL, B7 (CD80), TGF-p e Fas (CD95)

Em muitos tumores com freqiiéncia ¢ relatada a diminui¢ao ou até mesmo auséncia
de expressao de moléculas I e II do complexo de histocompatibilidade principal, bem como
co-estimulatérias e produg¢do de mediadores de imunossupressdo, como mecanismo de
escape a vigilancia imunolégica. Entretanto no ambiente in vitro estas caracteristicas
podem vir a serem alteradas.

Na célula NG97, bem como na linhagem LN229 (Zagzag et al, 2005) foi
demonstrada auséncia de expressdo moléculas HLA I, HLA II e da molécula co-
estimulatéria B7 (CD80) em sua superficie celular. Também como as células da linhagem

LN229, cuja baixa expressdo génica de MHC I estavam correlacionadas a um baixo
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potencial metastatico, as células NG97 quando injetadas no dorso de camundongos
atimicos ndo invadem os tecidos adjacentes, como descrito por Grippo e colaboradores
(2001). Embora Anderson e colaboradores (2002) tenham demonstrado que em células
recuperadas de astrocitomas malignos ocorre modulagdo positiva de expressao de
moléculas de HLA e co-estimulatorias (B7/CD80) apos subcultivo in vitro, as células
NG97 mantém a auséncia de expressao destas moléculas mesmo apds 80 passagens.

Estes mesmos autores (Anderson et al, 2002) demonstraram que as células sdo
capazes de produzir e secretar no meio TGF-f, aumentando progressivamente a quantidade
ao longo das passagens. Entretanto nas células NG97 ndo foram detectados niveis de
expressao celular para TGF-f ao longo de todo subcultivo. Visto que a producao de TGF-3
em células U251 de astrocitomas podem ser ativadas por sinalizagdes do meio externo
(Olofsson et al, 1992) na cultura, ¢ provavel que quando estimuladas as NG97 possam
expressar tal mediador. De fato, foi demonstrado que estimulos de hipdxia ativam a via de
sinalizacdo de proteinas Smad aumentando a expressdo de citocinas da familia TGF-3
(Zhang et al, 2003). Nao obstante a alta taxa de expressdo, detectada por imuno-
histoquimica em biopsias de glioblastomas, confere também importante participagao destes
mediadores no sucesso adaptativo dos tumores in vivo (Tsuzuki et al, 1998).

Ainda relacionada ao perfil imunossupressor de astrocitomas, nas células NG97 foi
demonstrada a auséncia de expressdo das moléculas Fas (CD95) em todas as passagens
analisadas. A CD95 ¢ uma molécula pro-apoptotica e aparece envolvida no mecanismo de
morte celular em tumores, disparados por células do sistema imune e drogas anti-tumorais
(Konstantinidou et al,2005). Entretanto, como foi enunciada na introducdo esta expressao
de CD95 em astrocitomas in vivo é corrente uma vez que além de ndo desencadear a morte

das células tumorais in vivo (Cerrato et al, 2004), determina a morte de células T ativadas
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no microambiente tumoral, porque estas células imunes expressam ligantes de Fas (CD95-
L) como parte de seu mecanismo regulatorio (Abbas, 2003). Sendo assim ¢ provavel que as
células NG97 quando inoculadas em camundongos imunocompetentes, ¢ se atingido o
desenvolvimento de massa tumoral, a expressio de CD95 pode ser modulada
positivamente.
5.4. Em cultura, as células NG97 apresentam variadas aberragoes numéricas
com cario6tipo hiperpldide e presenca de um componente murino associado
Também associadas a transformagdo maligna, as alteragdes cromossomicas em
linhagens de astrocitoma sdo esparsamente descritas na literatura. Entretanto inimeras
avaliagdes citogenéticas em pacientes sdo relatadas, porém sem uniformidade quanto as
alteracdes estruturais encontradas. Contudo, quanto a aneuploidia ou hiperploidia, ¢ a
quantidade de alteragcdes numéricas ha uma similaridade entre os dados relacionados aos
astrocitomas, apontando para uma possivel correlagdo com o fenétipo tumoral. Segundo
alguns autores a aneuploidia ndo seria a causa, mas a conseqiiéncia de alteracdes
cumulativas proporcionadas pelo microambiente tumoral que em ultima instancia
causariam o fendtipo tumoral (Nowell, 1976; Duesberg, 2007). A instabilidade
cromossOmica que resulta na heterogeneidade citogenética seria responsavel pela
progressdo maligna, porém por fendmenos ainda ndo elucidados (Gao et al, 2005).
Jacobsen e colaboradores (2006) demonstraram que células de estroma de camundongos
inoculados fusionam com células de linhagem de cancer de mama humano, levando ao
aumento de agressividade. Pawlek, em sua revisdo sobre melanomas (2000), mostrou
evidéncias consistentes de que os hibridos, obtidos de células tumorais e células do
estroma ou células do sistema imune, resultam, ndo somente em anecuploidias, mas

também no aumento de caracteristicas de malignidade como padrdo aberrante de
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glicosilagdo e metastase. Os resultados relacionados a NG97 concordam com os
fendmenos de fusdo celular, uma vez que cromossomos murinos foram observados nas
células NG97 apos a heterotransplantacdo, e com aumento de agressividade dado pela
diminui¢do no tempo de duplicagdo para em média de 25h, quando comparados ao de 72h
horas apresentado no estabelecimento da linhagem (Grippo et al, 2001). Este componente
fusionado provavelmente foi incorporado a cultura NG97 a partir da mistura das células
cultivadas, e células do estroma do animal no momento em que o heterotransplante era
realizado para verificagdo de malignidade durante as experimentagdes relacionadas ao
estabelecimento da linhagem (Grippo et al, 2001).

E importante ressaltar que embora o componente murino fusionado represente 90%
dos cromossomos aneuploides detectados na linhagem, os determinantes do fendtipo
histopatologico de glioblastoma in vivo (Ikemori, R.Y comunicagdo pessoal), bem como a
expressdo de marcadores associados com o mesmo diagnostico, aparecem preservados
(Schenka et al, 2005). Em adigdo, o caridtipo apresentado nas células demonstra alteragdes
estruturais € numéricas em mesmas propor¢des que as observadas especificamente em
astrocitomas grau III e IV em pacientes (Krupp et al, 2004). Entretanto, a avaliacdo da
porcentagem de cromossomos murinos translocados nos cromossomos humanos, e vice
versa, bem como os possiveis quimerismos envolvidos, devem ser objetivo de trabalhos
futuros.

Quanto a expressdo de seqiiéncias cromossOmicas humanas codificadoras do
receptor de fator de crescimento epidermal o Her2-neu ou Erbb, as células NG97
demonstraram baixissima quantidade de nucleos com super-expressao de tais sequéncias
através da analise de FISH. Assim, ¢ esperado que as células NG97 na monocamada

possuam em conseqiiéncia disto baixa quantidade de EGFR expresso, entretanto

87



Discussado

experimentos para determinacdo desta caracteristica ndo foram realizados e podem ser
objetivo de novos estudos. Como foi relatado em diversos trabalhos de literatura, células
que tem a expressao de Her2-neu/ErbB bloqueadas sdo capazes de apresentar sensibilidade
a quimioterapicos, como a Cisplatina (Macleod et al, 2005).

5.5. As células NG97 sao sensiveis a Cisplatina

Como foi visto através de ensaios in vitro as células NG97 sdo sensiveis a
diferentes concentracdes de cisplatina, corroborando as hipdteses de que células cuja
expressao do Her2-neu/ErbB esteja suprimida ocorre sensibilizagdo das células a
cisplatina. E interessante notar que apos o tratamento das células in vitro algumas células
vidveis ainda permanecem na monocamada (dado ndo mostrado). Como hd uma pequena
parcela de células da linhagem NG97 que ainda permanecem em fase de ciclo celular
estacionario apds o tratamento com a cisplatina, ¢ provavel que esta subpopulacio
represente as células que expressam o Her2-neu/erbB e tenham potencial ao
desenvlvimento de uma cepa de células NG97 resistentes ao tratamento com a cisplatina.
Nao tendo sido objeto deste trabalho, a avaliacao da presente hipotese ¢ importante, uma
vez que linhagens caracterizadas de astrocitoma (ver tabela I, M059J e M059K) de mesma
origem parental desenvolvem in vitro subpopulacdes com diferentes niveis de resisténcia
(Allalunis-Turner et al, 1993) e podem ser utilizadas como modelo bioldgico ao estudo de
mecanismos moleculares ligados a resisténcia a quimioterapicos.

A mesma sensibilidade das células NG97 a cisplatina foi demonstrada in vivo
através da experimentagio em animais atimicos. E interessante ressaltar que de mesma
forma, através da experimentagdo por FISH in situ, o Her2-neu/ErbB ndo estava expresso
em cortes histologicos em parafina das massas tumorais provenientes da inoculacdo de

células NG97 no dorso de camundongos CB17-SCID/SCID (dado ndao mostrado). Ainda os
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tumores de animais tratados com a cisplatina apresentaram intensa redu¢do em volume &
partir do primeiro dia de exposi¢cdo ao quimioterapéutico. Reforcando ainda mais a
hipétese de que a diminuicdo do EGFR estd ligado diretamente ao aumento de
sensibilidade a Cisplatina em glioblastomas (Zhan et al, 2004).

Outro dado importante relacionado ao tratamento dos glioblastomas originados
pela inoculagdo de NG97 no dorso de camundongos CB17-SCID/SCID ¢ a alta toxicidade
da droga demonstrada pelas alteracoes de citotoxidade nos animais do grupo tratado.
Assim ¢ postulado que a dose maxima suportada estimada para animais de mesma
linhagem genética com glioblastomas foi estrapolada e a dose segura de administracao
deve corresponder a um valor inferior ao de 8mg/Kg do animal utilizados no presente
trabalho. E necesséaria entdo nova experimentagdo para escalonamento da dose ¢ com a
reducdo da dose de tratamento é esperado que os efeitos colterais relacionados a seguir
diminuam, ou até mesmo desparecam.

Estes efeitos colaterais ja estdo descritos na literatura (Hippolito et al, 2005),
entretanto analises em linhagens celulares derivadas de astrocitoma e hibridas inoculadas
em animais CBI17-SCID/SCID as descrigdes ndo sdo freqiientes. Aparetentemente como
pior efeito colateral observado nos animais tratados com a cisplatina foi a perda de peso
ligada a sinais de caquexia. Dentre os efeitos colaterais observados histopatologicamente
como nefrotoxicidade e hepatotoxicidade, ndo se determinou alteracdo importante tantos
nos grupos tratados e controle de animais que desenvolveram tumores a partir das células
NG97. Assim como a auséncia de nefrotoxicidade e hepatotoxicidade relatadas aos
tumores induzidos por NG97, Warnick e colaboradores (1994) também demonstraram que
em pacientes tratados com cisplatina intravenosa ap6s radioterapia ndo apresentavam

sintomatologia no figado ou rim. Em contrapartida, os mesmos autores demonstraram que
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os pacientes com glioblastomas e tratados com a Carboplatina desenvolviam apds 6
semanas de tratamento hematotoxicidade, tendo como expoente a trombocitopenia.

De mesma forma identificado no tecido hepatico de animais do grupo tratado a
existéncia de figuras de reticuldcitos. Estes efeitos colaterais do quimioterapico ao sistema
hematopoiético sdo relatados como a capacidade da cisplatina em promover morte das
células-tronco hematopoéticas (mielo-supressdao de longa duragdo) e comprometimento das
progenitoras (mielo-supressdo de curta duragdo). Além disso, a cisplatina promove o
bloqueio ou atraso do ciclo celular dos precursores hematopoéticos, reducdo dos niveis de
fatores de crescimento hematopoéticos, dano oxidante as células hematopoéticas maduras,
mielodisplasia de longa duragdo, destruicdo das células hematopoéticas mediada por
mecanismos imunoldgicos, micro-angiopatia, retengdo fluidica e extensdo do volume

plasmatico (anemia dilucional) (Nogueira-Costa et al, 1999).
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6. CONLUSOES

X O presente trabalho identificou na linhagem NGO97 in vitro derivada de
astrocitoma humano, caracteristicas de células malignas e compativeis ao fendtipo de
classificacdo de astrocitoma grau IV através da descricao de ultraestruturas caracteristicas
de GBM, expressdo de marcadores ontogénicos de SNC e perda de aderéncia ao substrato,
anormalidades citogenéticas e sensibilidade das células ao quimioterdpico cisplatina.

X2 Dentre as indmeras alteragdes cromossOmicas caracterizadas, demonstrou-se a
existéncia de um lote hiperpléide de cromossomos murinos combinados aos cromossomos
humanos, sugerindo que o conjunto do estoque de criotubos de células denominadas NG97
¢ constituido de células Hibridas (Humanas/Murinas). Provavelmente, a formacdo do
hibrido surgiu com fusdo das células NG97 com células do estroma murino durante o
estabelecimento da linhagem, quando as células “originais” foram injetadas no dorso de
camundongos nude para avaliacdo de tumorigenicidade.

X2 Ap6s identificagcdo do componente murino € sugerido que a linhagem, objeto
do presente trabalho, seja classificada como um hibrido e identificada como NG97ht
(células NG97 fusionadas no heteroenxerto) para depdsito em banco de células.

<> Uma vez que as células mantém caracteristicas de astrocitomas, sua utilizagio
como modelo bioldgico € valida, desde que caracteristicas descritas no presente trabalho
sejam levadas em consideracao.

K/

> A células NG97 possuem translocacdes e quimerismos ainda ndo

identificados, justificando-a como modelo ao estudo citogenético desta ordem.
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Abstract

Background: In order to elucidate tumoral progression and drug resistance, cultured cell lines
are valuable tools applied on tumor related assays provided they are well established and
characterized. Our laboratory settled the NG97 cell line derived from a human astrocytoma grade
Ill, which started to develop and express important phenotypical characteristics of an astrocytoma
grade IV after injection in the flank of nude mice. Astrocytomas are extremely aggressive
malignancies of the Central Nervous System (CNS) and account for 46% of all primary malignant
brain tumors. Progression to worse prognosis occurs in 85% of the cases possibly due to changes
in cell tumor microenvironment and through biological pathways that are still unclear.

Methods: This work focused on characterizing the NG97 cell line specifically after being
recovered from the xenotransplant, who maintained their undifferentiated characteristics along the
following 60t passages in vitro. These cells were subcultivated to evaluate the possible contribution
of these undifferentiated characteristics to the malignant progression phenotype. These
characteristics were the expression of molecules involved in the processes of migration,
dedifferentiation and chromosomal instability.

Results: Results showed that NG97(ht) had an decrease in doubling time through sub cultivation,
which was characterized by a converse modulation between the expression of glial fibrillary acidic
protein (GFAP) and vimentin. In addition, B | integrins were present in intermediate levels while a5
integrins had a high expression profile as well as fibronectin and laminin.
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Cytogenetic analysis of NG97(ht) revealed several chromosomal abnormalities, 89% of the cells
showed to be hyperdiploid and the modal number was assigned to be 63. Several acrocentric
chromosomes were visualized and at least 30 figures were attributed to be murine. These findings
suggest a possible fusion between the original NG97 cells with stromal murine cells in the

xenotransplant.

Conclusion: In this study the NG97(ht) cells were characterized to embryonic recovery patterns
of intermediate filaments, adhesion molecules expression, chromosomal imbalances and murine
chromosomes. In the latter case, these presumably chromosomes were originated as fusions
between murine stroma cells and NG97 cell lineage in the xenotransplant. Our results emphasize
important queries about astrocytomas tumor progression.

Background

Astrocytomas are highly aggressive tumors that account
for around 46% of all the primary malignancies of the
Central Nervous System (CNS), demonstrate poor prog-
nosis and statistics show a 5-year survival ranging from
22% for astrocytomas-grade III to only 2% for astrocyto-
mas-grade [V after diagnosis [1]. The treatment is surgical
excision followed by adjuvant chemotherapy [2] and radi-
otherapy; however, many patients exhibit recurrences due
to intrinsic drug resistance within 2 years following the
removal of the tumoral mass, leading to death [3].

A better understanding of tumor dynamics and progres-
sion pathways will improve both diagnosis and therapeu-
tics. For this regard, many laboratories have established
cell lines from tumors [4-7]. In the same way, the NG97
glioma cell line was recently established in our laboratory
after the removal of a tumor mass from a patient who had
been diagnosed with an astrocytoma grade III [8]. The
subcutaneous inoculation of NG97 cells in the flank of
athymic mice (nu/nu) resulted in the development of
solid tumor masses, demonstrating its tumorigenicity [8].
When the tumor mass was excised and examined, a spon-
taneous tumor progression was confirmed by the presence
of prominent vascularity, presence of pseudopalisading
cells and increase of GFAP which were compatible with a
grade IV astrocytoma or glioblastoma multiforme [9].
Cells from the tumor mass were then processed and culti-
vated in vitro as an adherent monolayer and had the same
morphological characteristics of the original culture,
before the xenotransplant [8].

Many authors report the tumor progression phenotype as
a result of expression of dedifferentiated characteristics of
the cells. During the embryonic development of the CNS,
astrocytes hypothetically are originated from progenitors
that solely express vimentin as a cytoskeleton filament
[10,11]. These cells have a migratory pattern and before
they migrate to the glia radial, they express vimentin and
GFAP during cell maturation period [12]. By the end of
this process, mature cells express mainly GFAP [13] as a
cytoskeleton protein. In the adult brain, most of glial cells

express GFAP and this expression can be modified in the
course of many diseases such as Alzheimer's when they
become positive or even negative as in astrocytomas [14].
For these tumors, a GFAP and vimentin proteomics mod-
ulatory pattern was described in patients who progressed
from grade III to IV [15,16].

The migration pattern presented by glioma cells can be
associated to the progenitor and embryonic CNS cell
migration [17]. The transformed cells that reach a malig-
nant progression, acquire the ability to migrate through
tissues in the tumor microenvironment, consequently
resulting in tumor mass growth. This infiltration ability is
driven by a set of molecules called integrins and their
receptors in the extracellular matrix [18]. In gliomas, the
most representatives of this group are a quite a few forms
of a and B1 integrins, laminin and fibronectin. [19-21].

Considering the tumor progression, since 70's decade,
there is a consensus about the genetic instability resulting
in clones that would become more aggressive after succes-
sive mitotic divisions [22]. About five decades earlier,
Boveri (1929) [23] observed that sea urchin eggs experi-
mentally fertilized with two (rather than one) sets of sper-
matozoa underwent abnormal mitosis and proposed that
the deregulated growth of cancer cells might also be a
result of chromosomal imbalance. These findings have
led some researchers to postulate that in vivo cell fusion in
cancer [24] would not only be responsible for chromo-
somal abnormalities, but also for the acquisition of the
malignant phenotype and metastasis promotion [25,26].

In this study, we investigated the expression of astrocytic
molecules of embryonic origin, adhesion and deadhesion
molecules and the cytogenetic patterns of the NG97(ht);
and its characterization may clarify the tumor spontane-
ous progression into astrocytoma.

Methods
Cell culture

The NG97(ht) xenotransplanted cultures were derived
from the NG97 cell line. It was firstly described in 2001
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[4] and obtained through the excision, cutting and enzy-
matic digestion of the tumor mass of the xenotransplant
and in vitro cultivation of the small pieces, according to
the explant technique. Subcultures were carried out in D-
valine-containing Eagle's minimal Essential Medium
(GIBCO) supplemented with 2 mmol/L L-glutamine, 10
mmol/L HEPES, 100 U/mL penicillin, 100 pg/mL strepto-
mycin, and 10% heat-inactivated fetal calf serum (Nutri-
cell, Campinas-SP-Brazil) and stocked as described before
[4]. After being defrost and adapted to the cultivation for
five passages, cells were cultivated by more than a hun-
dred passages in RPMI-1640, supplemented with 13%
heat-inactivated fetal calf serum (Nutricell, Campinas, SP,
Brazil) and 25 pg/mL streptomycin. Cultures were main-
tained in a humidified atmosphere at 37°C and 5% CO,.
The medium was changed after intervals of 24 h when the
culture almost reached confluence. Sub culturing was per-
formed after treatment with trypsin and versene (Adolfo
Lutz, Sao Paulo, SP, Brazil). In this moment, the
NG97(ht) cell line was underwent about 120 passages.

Subcultivations growths curves and cells passages doubling
time

The amount of 1 x 104 cells of NG97 cells was cultivated
in triplicates on 24-well plate for 11 days to determine the
growth curve. After processing the cultures with the rou-
tine TVS solution treatment (tripsin-versene solution),
aliquots of the cell suspension obtained was diluted daily
in 1% trypan blue in RPMI medium and counted in a
Newbauer chamber.

The number of cells duplications in culture was calculated
according to the formula: (1.1) N = N x 21, where "N" is
the final number of cells after 11 days of culture, N, the
number at the beginning of the exponential growth phase
of culture and "n" the number of duplications in the
amount of cells.

For the determination of the doubling time (T), the fol-
lowing formulas were used: (1.2) g =t - t;,, where "t" rep-
resents the final time in hours when "n" was determined
(as described and determined above in (1.1) equation)
and "t,"the initial time when N, was studied. Each final
cell doubling time was obtained by the mathematical for-

mula: T = g/n [27].

Western blotting reaction

total protein extraction was carried out after cells being
homogenized in 1% Triton X-100, 50 mM PB pH 7.4, 1
mM sodium pirophosphate, 1 mM sodium fluoride, 5
mM EDTA, 1 mM sodium vanadate, 1% protease inhibi-
tor cocktail (P8340 Sigma), 7 M Urea, 2 M Tiourea. Sam-
ple homogenization was carried out at 4°C using a
Politron 20 s generator (Brinkmann) set at maximum
speed for 30 seconds. To remove insoluble materials, cen-
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trifugation (12,000 g centrifugation, 4°C for 15 minutes)
was performed. Protein concentration was determined
using the Bradford method [28]. Total protein extracts
from each cell sample were eletrophoretically separated in
SDS-PAGE and electro blotted to a nitrocellulose mem-
brane according to standard procedures [29]. Membranes
were blocked with PBS-tween® containing 5% non-fat dry
milk and than incubated with an anti-GFAP (polyclonal
antibody, rabbit anti-bovine GFAP) (cat. no. Z0334 from
DakoCytomation, California, USA) and anti vimentin
(mouse monoclonal antibody, Vim clone 3B4) (DakoCy-
tomation, California, USA) diluted (1:1,000) in PBS-
tween containing 3% BSA for 12 h at 4°C. Membranes
were washed with PBS-tween® and incubated with HRP
labeled secondary antibody (Zymed, 1:10,000). Reactive
bands were detected with the SuperSignal West Pico
chemiluminescent kit (Pierce).

Immunocytochemistry

NG97(ht) cells from the 19t to 83td passages were grown
on 13 mm sterile rounded cover slips which were rinsed
three times in phosphate saline buffer (PBS), pH 7,4 at RT,
and treated with 3% H,0O, in methanol to suppress
endogenous peroxidase activity. After being washed in
PBS, slides were treated with 1% normal mouse serum at
RT for 1 hour. The slides were washed again in PBS, and
then incubated overnight at 4°C with the following anti-
bodies for GFAP (anti-rabbit polyclonal anti-GFAP, cat.
no. Z0334 from DakoCytomation, California, USA) and
anti-vimentin (mouse monoclonal antibody, clone V9,
DakoCytomation, California, USA). All incubations were
carried out in a darkened, humidified chamber at RT. After
being washed in PBS, the slides were incubated with
labeled polymer horseradish peroxidase anti-mouse/anti-
rabbit (EnVysion plus® System, DakoCytomation; Carpin-
teria, CA, USA) for 1 hour at RT. Peroxidase enzyme activ-
ity was visualized by DAB solution (DAKO liquid DAB
substrate-chromogen solution). To stop the reaction dis-
tilled water was applied. The slides were then weakly
counter-stained with Harris' Haematoxylin, dehydrated in
an ethanol series and mounted in Permount® medium.
The images were captured with a Nikon microscope con-
nected to an image acquiring system (Leyca® system). Pos-
itive cells were counted using specific software (Pro-plus
4.3 software®). For each batch positive and negative con-
trols were used.

Flow Cytometry

Cells from the 22nd, 54thand 92nd passages were harvested
from culture flasks, washed and re-suspended in cold PBS
supplemented with 0.5% BSA. Then, cells were incubated
for 30 minutes at RT in the dark with monoclonal mouse
antibodies such as: anti-B1-PECy5, anti-a4-PE, anti-o5-
PE, anti-a.6-PE and isotypes controls such as mouse IgG-
PECy5 and IgG-PE (BD biosciences®-Pharmingen, Moun-
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tain View, CA, USA). The expression of these surface mol-
ecules were analyzed by flow cytometry (FACSCalibur®,
BD Biosciences, Mountain View, CA, USA) and quantified
by WinMdi® shareware software. The cloned human
thymic epithelial cell line described by Fernandez and co-
workers [30] was included as a positive control for the
flow cytometry reaction.

Immunofluorescence

the slides containing NG97(ht) were rinsed in PBS and
incubated for 1 h at 37°C with mouse anti-human
fibronectin and anti-human laminin antibodies (BD Bio-
sciences, Mountain View, CA, USA). For detection, slides
were incubated for 2 hours at RT with FITC-conjugated
rabbit anti-mouse serum (Santa Cruz Biotechnology Inc.,
California, CA, and USA). Slides were mounted using the
ProLong Antifade Kit (Molecular Probes, Eugene, OR,
USA) according to the manufacturer's instructions, and
immunoreactions were viewed using an Olympus fluores-
cent microscopic coupled to a Kodak camera. Negative
controls in which normal mouse immunoglobulin was
substituted by the primary antibody were included as well
as positive controls with the cloned human thymic epithe-
lial cell line described elsewhere [30].

Cytogenetics

The analysis of the 20th passage was obtained after routine
cell culture for karyotype. Briefly metaphase spreads were
obtained after 6-hour incubation with 100 pl of Karyo-
max 10 pg/ml (GIBCO). GTG and C-banding were
assessed through standard banding protocols. Image anal-
ysis and acquisition were performed in a Zeiss Axioplan
microscope 2 ® equipped with the BandView software
(Applied Spectral Imaging). The results of the several anal-
yses were compaired at the same passage or, when it is
impossible, in a representing of a near passage for analy-
sis.

Statistical analysis

A linear regression was calculated to verify a relation
between the duplication time and the progression of cell
passages in culture, with the software SYSTAT 10, 2 for
Windows (SYSTAT Software Incorporation, 2002). For the
validation of the described model, the analysis of residues
was also assessed.

Results

Cell Growth Kinetics

The NG97(ht) cell growth was observed in the 19th, 24th,
32nd, 43rd, 59th 65th and 731d cell passages. This study of
several passages in culture improves the knowledge about
the maintenance or lack of all features observed in these
cells from in vivo tumoral mass to cells in long-term sub-
cultivation in vitro.
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All curves revealed a typical pattern of cell kinetics and
growth including four distinct phases: an initial phase
which is represented by slight cells divisions (i), followed
by an exponential growth (ii) and a stationary phase (iii).
An end phase represented by a growth decline as well as
cell death (iv) is shown in figure 1. The doubling time was
calculated for each cell passage (Table 1) assayed and the
statistical analysis showed a negative linear correlation
between the NG97(ht) doubling time through the subcul-
tivation passages, which demonstrates a significant dou-
bling time decrease (fig. 2A). This linear model regression
was validated by residual analysis (R? = 715,415; F, ,5 =
30,597 e P << 0,001) as represented in fig. 2B.

GFAP and vimentin patterns
In order to assess the ontogenic protein patterns and their
stability through cell subcultivation: early (until 50th),
middle (from 51stto 79t) and later (after 80th) NG97(ht)
cell passages were analyzed.

Western Blot (WB) reactions showed that cells expressed
basal amounts of GFAP (fig. 3A) and Vimentin (fig. 3B)
cytoskeleton proteins in the cytoplasm fraction contain-
ing 5 pg and 30 pg amounts of proteins, respectively. In
particular, another molecular weight (approximately 41,8
kDa) for vimentin was also registered from protein degra-
dation during 331 cell passage protein extraction by soni-
cation.

This observed GFAP detection did not represent the func-
tional molecular polymerized expression. These GFAP
and vimentin cytoskeletons conformational arrange-
ments were demonstrated by immunocytochemistry and
suggested a modulation pattern through cell subcultiva-
tion. An intense cytoplasmatic staining for GFAP was
observed in 100% of cells in the 19t cell passage (fig. 4A).
The same pattern was present in approximately 85% of
the NG97(ht) cells in the 30t (fig. 4B) and, finally, totally
absent in 51t (fig. 4C) and 80t (fig. 4D) cell passages.
Nevertheless, it was shown an absence of staining for cyto-

Table I: Increase of cell proliferation by doubling culture time
decreased calculated to NG97(ht) trough cell subcultivation

Cell passages Doubling time (hours)

19 30
24 32
32 36
37 29
43 23
51 23
59 17
65 21
73 19

* Approximated values.
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Statistical analysis to validate the significance of the NG97(ht) doubling time decrease. The simple linear regres-
sion was used and show the correlation between cell doubling time (plotted in "Y" axis) and the cell passages at subculture,
which was represented by ordinal values (plotted in "X" axis). The equation that describes the linear regression mathematical
model was y = 35.379-1.994x (A). (B) This graphic represents the residual analysis to validate the mathematic model (R2 =

715,415; F, 55 = 30,597 and P << 0,001).

plasmatic vimentin in the 21st cell passage (fig. 4E), fol-
lowed by weakly stained areas in the 40th NG97(ht) cell
passage (fig. 4F). Approximately 54% of NG97(ht) cells in
the 59t passage (fig. 4G) and, finally, a markedly positive
staining in the 834 cell passage (fig. 4H).

Expression of integrins and their receptors
Flow cytometry was applied on passages 22nd, 54th and
92nd for the assay of B1, a4, a5 and a6 subunits (Table 2).

The table 2 shows a low average expression of the $1 chain
(52,72%) through cell subcultivation, when compared to
the o5 subunit that presented an average of 98,32% of
positive cells through sulbcultivation. The o4 and a6
integrins were not detected. The positive control, a cloned
human thymic epithelial cell line established by Fernan-
dez and co-workers [30], showed a 95-99% range of
expression through flow cytometry for 1, a4, o5 and a6
subunits (not shown).

Fibronectin and laminin staining was performed on fixed
cells, which may illustrate the intracellular and extracellu-
lar presence of proteins on living cells. A punctate
fibronectin and laminin immunoreactivity mainly located
in the perinuclear area was observed (fig. 5A and 5B),
whereas a fibronectin labelled network and immunoreac-
tive intercellular fibrils were clearly detected in NG97(ht)

cells (fig. 5A). In some cells with a known migratory pat-
tern, it was evidenced the accumulation of fibronectin in
the lamelipodia cytoplasm extensions. The same pattern
was observed for laminin and seems to be more intense in
polinucleated cells (fig. 5B). The positive control, the
cloned human thymic epithelial cell line [30], presented
both intracellular and extracellular fibronectin and lam-
inin expressions (not shown).

Structural and Numerical Chromosomal Abnormalities
GTG-band staining applied to the 20t passage of the
NG97(ht) cells revealed remarkably fused, translocated
segments and acentric fragments (fig. 6A), while several
regions of heterochromatin, dicentrics and acrocentric
chromosomes were visualized by C-banding (fig. 6B).

The analysis of 100 metaphases showed more than 50
numerical and structural abnormalities, with a modal
number of 63 chromosomes. In addition, 89% of met-
aphases exhibit a range of 20 to 49 acrocentric chromo-
somes showing a strong correlation with murine banding
pattern (fig. 7). The most frequent numerical abnormali-
ties were the monosomies (2, 5, 11, 16, 17 and X), triso-
mies (1,10,14,15,16 and 19), the tetrasomies (4 and 6), as
well as structural alterations like isochromosome forma-
tions (murine chr 4 and chr 14), disbalanced fusion
(murine: ?— chr 1) and pericentric inversion (chr 15).
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Figure 3

Western Blot of NG97(ht) from different cell pas-
sages subcultivation to (A) GFAP and (B) vimentin,
which contained approximately 5 ug and 30 g of
protein cytoplasm fraction, respectively. Lines |, 2 and
3 show 23rd, 33rd e 95th cell passages, respectively. (A) Note
the GFAP basal linear conformational protein expression
banded at approximated 50 kDa molecular weight in all pas-
sages. (B) Note the vimentin linear conformational basal
expression banded at approximated 50 kDa molecular
weight at earlier and later passages, though a 41,8 kDa
molecular weight banded the 33rd cell passage resulted from
a partial vimentin degradation by the protein sonication
extraction procedure.(Positive and negative controls were
assayed but were omitted here).

Discussion

Several studies have associated astrocytomas malignant
progression with amplification, over expression or muta-
tion of specific gene sequences [31]. Considering that
morphological alterations of the neoplastic tissue are
directly linked to these genetic changes, researches have
tried to establish which chromosome alterations are
directly linked to astrocytomas progression [32,33]. The
absence of this correlation is partially due to the fact that
astrocytomas present an intrinsic chromosomal instabil-
ity pattern even in different intra-tumoral regions, disa-
bling this direct correlation.

http://www.biomedcentral.com/1471-2407/8/291

In vivo xenograph tumor models developed by subcutane-
ous implantation of glioma cell lines in mice are exten-
sively used [6,7] to test therapeutical approaches that
target angiogenesis, local invasion and secretion of
immune suppressive molecules. These models have the
advantages that they are highly tumorigenic, show repro-
ducible growth rates and because their superficial location
allows an easily access to tumoral masses. Besides,
tumoral mass volume in these dorsal models would
mimic the original astrocytoma volume [34] and repro-
duce the hypothetical "vicious cycle of thrombosis, necro-
sis, hypoxia, enhanced tumor and metabolic demand" to
the development of GBM [35]. Moreover, stable cell cul-
tures derived from these tumors are important tools to
therapeutical and biological analysis. However, for immu-
notherapeutical approaches, the flank microenvironment
cells in culture represents a limitation to these models
once the inflammatory cytokines and infiltrating cells
profile have must be considered for data analysis [36].

The modulatory pattern of intermediate filaments GFAP
and vimentin microarchitectural arrangement in NG97(ht)
cells

The astrocytes embryogenic origins can be evaluated by
the expression of GFAP, in particular after migration of
the progenitor to the radial glia during the CNS develop-
ment; which is dependent of chemical mediators present
in the brain microenvironment [37]. This migratory phase
is accompanied by an early vimentin expression, an indic-
ative of the neuroectodermical glial precursor origin.
Vimentin establishes a link with microtubules or cytoskel-
eton filaments to form a dynamic polymerization and
depolymerization balance that allows cellular motility
[38]. Besides, some glial precursors have a transitory
phase named astrocytes type I, where vimentin and GFAP
are expressed, which in adulthood originates oligo-
ndendrocytes [37]. Thus, the modulatory GFAP and
vimentin expression pattern presented by the NG97(ht)
cells showed that through cell subcultivation, the reduced
immunocytochemistry detection of GFAP is associated to
an increased detection of vimentin which may account for
the recovery of embryonic characteristics. This feature is
observed in other glioma cells [39] and patients diag-
nosed with astrocytoma grade Il and IV [15,16]. Together
with GFAP immunodetection decrease and vimentin
enhance patterns; there is an increase on cell mitosis con-
comitant to a decline in cell doubling time. This may be
associated with loss of GFAP expression in vivo, frequently
found in high grade astrocytomas, although this event
does not constitute a mandatory step in tumor develop-
ment and it only represents the cell evolution towards an
undifferentiated state. In this sense, some kinases related
to cell cycle regulation, like kinases C and cdc2, also may
participate of phosphorylation and depolymerization
processes of cytoskeleton intermediary filaments at the
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Figure 4
GFAP and vimentin immunocytochemistry through cell subcultivation. Notice the negative modulatory expression

pattern to GFAP (A — D) concomitant to the positive modulatory pattern to vimentin (E-H) in NG97(ht). The GFAP appears
intensely marked in 100% of the 19t cell passage cytoplasm (A), being presented in approximately 85% of the 30t (B) and,
finally, totally absent in 515t (C) and 80t (D) cell passages. Nonetheless, the vimentin were absent at 215t (E) cell passage, pre-
sented in weakly areas in the 40t (F) and in 54% of the 59t (G) cell passage and, finally, markedly positive at 83" (H) cell pas-
sage (Original magnification: A— C and E— G = 200% and D and H = 1000%) (Positive and negative controls were assayed but were not

displayed here).
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Table 2: Absence of a4 and a6 integrin subunits.

NG97(ht)
Markers early middle Later average SD
B1 (CD29) 49,0 58,47 50,70 52,72 5,04
o4 (CD49d) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
a5 (CD49%e) 98,03 98,72 98,21 98,32 0,35
a6 (CD49f) 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Intermediate B1 and high a5 integrin expression levels in: earlier
(22n9), middle (54t) and later (92"d) NG97(ht) cell passages by flow
cytometry. The results showed the percentage of positive cells, the
average of positivity for each marker and the standard deviation (SD).
*Representative values of 104 cells NG97(ht) analyzed. (Positive
controls with the cloned human thymic epithelial cell line was assayed
but was not displayed here).

beginning of cell division. So, the absence of the main
component of astrocytes cytoskeleton, GFAP, would
increase enzyme accessibility to substrats, resulting in pro-
gressive cell cycle acceleration [40]. It is also important to
note that the increase of positive vimentin cells cannot be
attributed to the possible NG97 cell fusion with the
murine stroma in the xenotransplant, because the mono-
clonal antibodies anti-vimentin clone V9 used in the
immunocytochemistry recognizes specifically the human
vimentin [41]. However, the monoclonal antibodies anti-
vimentin 3B4 clone used in Western Blot reaction recog-
nizes both human and murine proteins. Thus, Ciesielski-
Treska and colleagues documented before the ~41,8 kDa
vimentin sub band as an artifact resulted from protein
extraction [42].

High migratory and malignant potential driven by the
NG97(ht) expression of o501, fibronectin and laminin
The increased aggressiveness of astrocytomas is accompa-
nied by the acquisition of cellular migratory potential
[18], from the modulation of integrins and their receptors
expression with an increase of lamellipodia cytoplasm
extensions and diminution of focal adhesion to the extra-
cellular matrix [43].

Integrins are composed of two non covalently associated
subunits (o and B) that form a binding pocket for specific
sequences or domains in extracellular matrix (ECM) mol-
ecules; the most well known is the tripeptide RGD
(argenin-glycin-aspartic acid) domain found in fibronec-
tin and laminin ECM molecules. In gliomas, the a4, a5
and a6 molecules combined with B1 subunit in cellular
membrane form the integrin adhesion molecules that can
also play a role in intracellular cell signaling that leads, at
last, to promote an increase in proliferation rates [44].

http://www.biomedcentral.com/1471-2407/8/291

Figure 5

Immunofluorescence in the NG97(ht) 20th cell pas-
sage for (A) fibronectin and (B) laminin expression
which were represented by a diffusely cytoplasmatic
pattern, hot spot areas (#) and some fibrils (*) depo-
sition in the ECM and increase of polymerization in
the lamelipodia cytoplasmatic extensions (arrow)
(original magnification: 400x).(Positive controls with cells of
cloned human thymic epithelial lineage were assayed; however the
data are not displayed here).

This integrin molecule heterodimerization and clustering
can be modulated by RGD polypeptides concentration
[44]. The absence of a4f1 expression observed in
NG97(ht) was also documented previously in gliomas
cell lines [44]. Besides, some studies only demonstrated
the expression of a5B1, a6B1 and their ligands both in
vivo and in vitro. The fibronectin ligand for the a5f1
integrin was described by some authors to be increased or
decreased in gliomas influencing its invasive patterns. A
high-level expression of a5 monomeric integrin concom-
itant to the B1 intermediate expression was observed, sug-
gesting an unfunctional o531 integrin expression. Indeed,
some authors describe this fact as a result of differential
interaction of integrin molecules in different tumoral
mass regions. Specifically in the tumor core, a5f1 is func-
tionally expressed to modulate cell divisions, while o531
interaction with fibronectin in the ECM induces cell
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Figure 6

Digitalizated images from NG97(ht) cells spread metaphases. (A) G-banded chromosomes with 400 bp resolu-
tion showing a large amount of chromosomal imbalances represented by figures of bridge (black arrow) and
fusioned chromosomes (white arrows). (B) These breakages formed acrocentric (*) and acentric (®) chromosomes
which are evidenced by C-band technique. Notice the dicentrics (arrow head) chromosomes and heterochromatin regions.
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Figure 7

Mouse representative diagram and the corresponding NG97(ht) murine kayotype. Note the murine acrocentric
chromosomes associated with the cell line composed of isochromosomes (i), fusion (fusion), absences (3 and 13), monosso-
mies (2,5,11,16 and X), trisomies (1,10,14,15,16 and 19), tetrasomies (4 and 6) and chromosomes with pericentric inversion

(inv).

migration [45]. It is hypothesized that the reduced 1
integrin and the high expression of a5 would correspond
to an increased expression of the Mgat5 enzyme during
malignant transformation resulting in an increase of 1,6
glycosides ramifications at the 1 subunit. This process
could reduce integrin dimerization and clusterization of
B1 and a5 [46], once the fibronectin is synthesized and
released to the extracellular compartment of the
NG97(ht) cells, this would be a high stimuli to a5f1
expression. In the NG97(ht) cells, no expression of o681
integrin was observed, although its laminin ligand was
present in the cytoplasm. It is reasonable to ponder that
the 0631 expression absence is a result of a lack of stimuli
from the microenvironment once laminins were detected
in the NG97(ht) mainly in the cytoplasm. Further experi-
ments aiming to assess the integrins functionalities in the

cells NG97(ht) will be developed in our laboratory to elu-
cidate these questions.

The chromosomal abnormalities as a possible explanation
for the spontaneous tumoral progression

Also associated to malignant transformation, chromo-
somal alterations in glioma lineages are poorly described
in the literature, while many cytogenetical evaluations in
patients were reported. Nevertheless, aneuploidy, hyper-
ploidy or numerical abnormalities documentations pre-
sented similarities between literature data in gliomas,
pointing to a correlation with the tumoral phenotype
[47]. Accordingly to some authors, the aneuploid pheno-
type would not be the cause, but the consequence of
cumulative alterations provided by the tumoral microen-
vironment [22,26]. The chromosomal instability caused
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by cytogenetical heterogeneity is responsible for the
malignant progression but is still to be fully elucidated
[47]. Jacobsen and colleagues [25] demonstrated that
mice inoculated with human-derived breast cancer cell
lines (BC6) presented cell fusion with murine stroma
(BJ3Z), leading to an increased aggressiveness. Pawlek
[24], in his review on melanomas, showed solid evidences
that stroma immune system cells from tumoral host
fusioned with tumoral cells, not only causing aneuploidy
but contributing for other mechanisms related to the
malignant phenotype including aberrant glycosylation
and metastasis. The NG97(ht) karyotyping and immu-
nophenotyping are in agreement with the cell fusion phe-
nomena, once murine chromosomes were observed in the
NG97(ht) cells as well CD86 and CD44 murine proteins
detected by flow cytometry (data not shown). Also, a pos-
sible increase of aggressiveness, given by the reduction of
the doubling time from 72 h at NG97 cell establishment
[8] to currently 25 h was noticed to occur within the
NG97(ht) cells. Nevertheless, the evaluation of these
murine chromosomes translocated fragments with
human chromosomes or vice and versa by concomitant
human/murine Spectral Karyotyping, as well as the possi-
ble chimerisms, must be an objective of future studies. In
addition, the evaluation of human cryptic chromosomes
analysis by Fluorescent Hybridization could be an impor-
tant target for further researches.

Conclusion

The NG97(ht) cells possesses embryonic recovery patterns
of intermediate filaments and adhesion molecules expres-
sion that corroborate the astrocytoma grade IV diagnosis
after NG97 inoculation in nude mice. Furthermore, the
chromosomal imbalances and a tumoral cell fusion with
the murine stroma cells in the xenotransplant give clues to
the spontaneous in vitro cell progression to the most
aggressive astrocytoma phenotype. However, further stud-
ies are necessary to address unanswered questions regard-
ing the in vitro tumoral progression of the NG97(ht) cells,
aiming to translate these events to the clinical practice and
management of astrocytoma tumors.
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