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RESUMO

Gliomas s&o tumores que se originam das células da glia, os quais incluem um grupo
heterogéneo de tumores, sendo o glioblastoma multiforme (GBM) aquele de maior
agressividade e pior prognéstico. O GBM grau |V caracteriza-se por ser policlonal e de
grande heterogeneidade clinica e morfolégica, tendo grande recorréncia tumoral e
resisténcia aos tratamentos. Ainda hoje, o entendimento da génese dos tumores do
Sistema Nervoso € um desafio que dificulta a obtengcdo de terapias mais seguras e
tratamentos mais eficazes, dessa forma, inumeras pesquisas dentro dessa tematica
buscam a caracterizagao da célula-tronco tumoral com o intuito de esclarecer questdes
sobre a biologia do tumor e o seu tratamento. A glicoproteina CD90 (Thy-1) é um
marcador celular presente em células tronco de glioblastomas e também em outros tipos
de cancer e células ndo-tumorigénicas. Sabe-se que essa molécula esta envolvida em
processos de adesao, proliferagcdo e migracdo , bem como esta relacionada com a
oncogénese de alguns tumores, sendo apontada como um promissor marcador, além de
ser marcador de células de cancer e ndo cancerigenas ser um marcador de células-
tronco para estes tumores, contudo, pouco se sabe, sobre a relagdo entre CD90 e a
morfologia e a fungdo dentro da morfogénese de glioblastomas. Assim, esta pesquisa
teve como objetivo estabelecer a relagdo entre o marcador CD90 com a morfologia e
capacidade tumorigénica e de diferenciagdo in vitro. Assim, o objetivo deste trabalho
foi de obter linhagens primarias de células de glioblastoma humano com expressao
reduzida de CD90 para investigar a fungdo de CD90 no potencial de diferenciagao de
células de glioblastoma. Foi avaliada a fungcdo de CD90 por meio da caracterizagéo
morfolégica e de potenciais de diferenciagdo osteogénica, adipogénica e neuronal,
utilizando meios indutores especificos, em células primarias de glioblastoma multiforme.
Foi estabelecida uma populacdo de células para estudo por meio da redugdo da
expressao de CD90, usando vetores lentivirais que expressam shRNACD90, e outra
subpopulagao desta, pela separagao de células com uma coluna magnética e anticorpos
anti-CD90, além de grupos controles para cada analise. O presente trabalho mostrou que
a progressiva redugdo da expressdo de CD90 resultou em menor eficiéncia nas
capacidades de formacéo de neurosfera e de diferenciagdo osteogénica e adipogénica
dessas células. Surpreendentemente, observou-se que a ablagcdo de CD90 parece
favorecer um pouco a diferenciacdo neuronal das células de glioblastoma. Dessa
maneira, o estudo sugere que a CD90 afeta negativamente a capacidade das célula-
tronco de glioblastoma de gerar tumor e sua capacidade de diferenciagéo.

Palavras-chave: glioblastoma multiforme, GBM, CD90, céncer, célula-tronco de cancer.



ABSTRACT

Gliomas are tumors originated from glial cells and included in a heterogeneous group of
tumors, with glioblastoma multiforme (GBM) being the most aggressive and having the
worst prognosis. GBM grade IV is characterized by being polyclonal and of great clinical
and morphological heterogeneity, with great tumor recurrence and resistance to
treatments. Even today, understanding the genesis of tumors in the Nervous System is a
challenge that makes it more difficult to obtain safer therapies and more effective
treatments, therefore, numerous researches within this theme seek to characterize the
tumor stem cell in order to clarify questions about the biology of the tumor and its
treatment. The glycoprotein CD90 (Thy-1) is a cellular marker present in stem cells of
glioblastomas and also in other types of cancer and non-tumorigenic cells. It is known that
this molecule is involved with adhesion, proliferation and migration processes and is
related to the oncogenesis of some tumors, being pointed out as a promising stem cell
marker for these tumors, however, little is known about the relationship between CD90
and the function morphology of glioblastomas. Thus, this research aimed to establish the
relationship between the CD90 marker and the tumorigenic and differentiating morphology
and capacity invitro. Objective: To obtain primary human glioblastoma cells with reduced
CD90 expression to investigate the role of CD90 in the differentiation potential of
glioblastoma cells. Methodology: The function of CD90 was evaluated through the
morphological and potential characterization of osteogenic, adipogenic and neuronal
differentiations, using specific inducing means, in primary cells of glioblastoma multiforme.
A population of cells was collected for study by reducing the expression of CD90, using
lentiviral vectors that express shRNACD90, and another subpopulation of this, through
the separation of cells using a magnetic and anti-CD90 column, in addition to control
groups for each analysis. Results: Our work showed that the progressive reduction of
CD90 expression resulted in less efficiency in the capacities of neurosphere formation
and osteogenic and adipogenic differentiation of these cells. Surprisingly, we found that
CD90 ablation favors neuron differentiation from glioblastoma cells. Conclusion: The
study suggests that CD90 negatively affects the ability of glioblastoma stem cells to
generate a tumor and also affects their ability to differentiate.

Keywords: glioblastoma multiforme, GBM, CD90, cancer, cancer stem cell.
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1. INTRODUGCAO

1.1 Cancer

O cancer é uma das doencas mais mortal e desafiadora do mundo, sendo definida
pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS)' como um processo descontrolado de
disseminacao e crescimento de células anormais. Essa doenca se caracteriza por invadir
tecidos adjacentes e/ou remotos e causar tumores, em um processo denominado
metastase. Desde 1971, a importédncia da angiogénese (criagdo de novos vasos
sanguineos) para a progress&o da metastase de alguns tumores solidos foi estabelecida?.
A vascularizagdo é importante para o crescimento dos tumores, ja que muitas células
cancerigenas dependem do aporte de oxigénio e nutrientes fornecidos pelo sistema
circulatorio. Assim, a formacgao de novos vasos € necessaria para o crescimento do tumor
quando os limites da difusdo de oxigénio forem excedidos.

Estudos recentes revelaram que existe um processo ndo angiogénico pelo qual os
tumores também sequestram vasos sanguineos pré-existentes e células cancerigenas
se infiltram entre os tecidos desses vasos para se incorporar e, por consequéncia, formar
um tumor secundario®. A capacidade metastatica esta relacionada diretamente as células
tronco de cancer (CTC), que, ao se difundirem pelo organismo, podem se autorreplicar,
gerando coépias de si e, ao se diferenciarem, formardo os outros tipos de células
especializadas encontradas no tumor.

1.2 Células-tronco do cancer (CTC)

As células-tronco (CT), conceitualmente, apresentam uma capacidade potencial
de autorreplicagdo e diferenciagdo. S&o células necessarias no processo de
desenvolvimento dos 6rgdos no embrido e, depois do nascimento, elas participam nos
processos de crescimento e reparagao. Geralmente, essa capacidade de divisao ocorre
de uma maneira assimétrica, pela qual é gerada uma célula-filha idéntica com o objetivo

de manter a homeostase de CT, e outra célula que € uma célula especializada. Ja na

15



divisdo simétrica, sdo geradas duas célula-filhas idénticas para manutencdo de
populacado das CT°.

As CT podem ser classificadas de acordo a sua plasticidade e potencial
regenerativo sendo: totipotentes (com a habilidade de se diferenciar em células das trés
linhagens germinativas: ectoderma, mesoderma e endoderma, incluindo placenta),
pluripotentes (com habilidade similar das anteriores, excluindo placenta), multipotentes
(com capacidade de se diferenciar em um tipo de linha germinativa), oligopotentes (com
habilidade de se diferenciar em alguns tipos de células) e unipotentes (que podem
produzir células de um Unico tipo de especializagio)® 2.

As células progenitoras, também conhecidas por células-tronco adultas, de alguns
tecidos mantém a capacidade de autorrenovacao, expressando marcadores de CT e
sofrendo a divisdo celular simétrica e assimétrica. Na fase adulta, estas células que ja se
encontram comprometidas com uma ou mais linhagens celulares, podem se
autorrenovar e se diferenciar em pelo menos um tipo de célula dentro do tecido que esta
presente. Assim, desempenham papéis importantes na homeostase geral do tecido e no
reparo em resposta a lesdes®.

As CT podem ser encontradas, por exemplo, na medula 6ssea e no sangue do
corddo umbilical, mas como dogma atual, cada 6rgdo do corpo possui um reservatoério
de CT para poder renovar as células daquele tecido ao longo da vida'®. A formagéo de
um nicho para manutencdo de CT/progenitoras que se dividem lentamente, mantendo
um reservatorio, parece ser comum a todos os tecidos que requerem geragao continua
de progénie terminalmente diferenciada, seja para crescimento, regeneragdo e
homeostase'®.

Na biologia do cancer, as CT também s&o encontradas e estdo relacionadas com
a génese e manutengio tumoral''. Acredita-se que por meio de auto renovagio e de
diferenciagao, uma CT n&o cancerigena pode sofrer mutagdes causando a formagao de
tumores primarios que sao favorecidos por esta mesma propriedade de autorrenovacao
celular. Este mecanismo de autorrenovagao parece contribuir para a resisténcia aos
tratamentos, tais como quimioterapia, radioterapia e para o processo metastase,
conforme ilustrado na Figura 1. Além disso, as CT sobrevivem por muito mais tempo que

as células comuns, pois formam uma reserva, o que aumenta a chance de acumularem
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mutagdes genéticas que podem levar a perda do controle sobre sua autorrenovagao e
crescimento.

De maneira importante, as CTC também s&o responsaveis pela heterogeneidade
das células tumorais, que além de conferirem melhor desenvolvimento da massa tumoral,
também estao relacionadas com tumores residuais posterior as terapias aparentemente
bem-sucedidas. Isso porque, geralmente, os tratamentos atacam apenas um ou alguns
tipos de células-alvo tumorais em atividade proliferativa alta, podendo ndo afetar as que

estdo em estado quiescente, como no caso de muitas CT'2.

A
. N (
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Figura 1. Cenarios que envolvem células-tronco cancerigenas. Primeiro, a mutacado de uma CT
nao tumoral da origem a uma CTC, que gerara um tumor primario (A). Em um segundo cenario,
durante o tratamento com quimioterapia, a maioria das células em um tumor primario pode ser
destruida, mas se as CTC nao forem erradicadas, o tumor pode inicialmente regredir e, posteriormente
causar uma recidiva (B). Em um terceiro cenario, as CTC decorrentes de um tumor primario podem
migrar para locais distantes, estabelecerem-se e gerar novos tumores com as mesmas propriedades

e caracteristicas do original (C)*. Figura modificada®.

A teoria de que o cancer poderia ser causado por um tipo de CTC surgiu no século
XIX, quando os primeiros patologistas, como Julius Cohnheim, em 1875, descreveram
tumores de tecido adulto que tinham propriedades de tecidos fetais. Eles acreditavam

que, por alguma mudanca no ambiente celular, esse tecido retornava ao estado de
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divisdo celular e diferenciacdo aumentados e produziam massas celulares que pareciam
“érgaos monstruosos”, formando os tumores no tecido adulto. Esta teoria foi denominada
“descanso embrionario”'?13,

No ano 1937, Furth e Kahn inocularam em camundongos consanguineos
populagdes de células isoladas a partir de um modelo experimental de leucemia, e
observaram que somente algumas células (5% das inoculagbes realizadas) tinham a
capacidade de gerar tumores causando a morte deles. Esta pequena subpopulagédo de
células leucémicas que poderiam iniciar e manter o cancer, em contraste ao restante das
células leucémicas que ndo tinham a capacidade de formar tumores, foram identificadas
como CTC™.

Em 1997, Bonnet demonstrou a presenga das CTC na Leucemia Mieloide Aguda
(LMA), especificamente uma populagéo de células CD34+ CD38- que foram marcadoras
de células progenitoras para Leucemia Mieloide Aguda apresentava propriedades de
autodiferenciacdo e autorrenovagdo. Quando inoculado em camundongos
diabéticos/imunodeficientes esta populagdo atuou como CT com a capacidade de gerar
a LMA nesses animais'®. Mais tarde, CTC foram descritas também em tumores solidos,
como tumores de mama, pulmé&o, figado, cabega e pescog¢o, pancreas, estbmago, glioma
e cancer de bexiga'6.17.18.19.20,

A instabilidade genética em CT somaticas normais que favorecem a
autorrenovagao normal e a aquisigdo do potencial de diferenciacdo pode gerar CTC. As
principais vias envolvidas na autorrenovacao e diferenciacdo das CTs parecem estar
alteradas em varios tipos de CTCs e algumas ja foram identificadas. Dentre as vias mais
comuns estdo: a via Hedgehog?!, a via Notch??2324 a via WNT/R-catenina®®, a
desregulagédo das proteinas HMGA22¢, Bcl-227-28, as proteinas Bmi-1 e P13K/ e a via
AKT/mTOR. Assim, especula-se que estas vias participem da génese e/ou manutengao
de algumas CTC, estando relacionadas com a manutencdo celular e a progressao
tumoral, além de poderem também aumentar a expressao da telomerase e a capacidade
de evadir ou impedir a apoptose?®.

Os avangos na identificacdo de vias moleculares alteradas que regulam as
propriedades relacionadas as CTs contribuem para a compreensado dos mecanismos que

regulam a manutengcdo e a sobrevivéncia destas, bem como suas propriedades de
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evasdo imunoldgica e as interagdes delas com o microambiente tumoral®®. Além de
serem alvos de possiveis estratégias terapéuticas.

Entretanto, o reconhecimento das CTC de um tumor ainda é um desafio atual.
Inumeras pesquisas tém como alvo estudar os marcadores biolégicos dessas células,
como o objetivo de identifica-los e elucidar suas possiveis correlagdes na biologia do
tumor e, esperangcosamente, encontrar uma pista para uma terapia efetiva. Os
biomarcadores parecem ter diferentes fungdes na biologia celular dependendo do tecido
ou orgao no qual as células estdo. Por exemplo, nos tumores solidos de mama, os
biomarcadores CD44 e CD24 se relacionam com um pior progndstico®'. Mas, dezenas
de milhares de células saudaveis com fenotipos que ndo sdo tumorigénicos também
podem expressar os mesmos biomarcadores no corpo humano®?.

Portanto, os biomarcadores sao utilizados também como uma ferramenta que
podem levar a identificagdo do local em que as CTCs se encontram, bem como
possibilitar a avaliagcido de como estas estdo sendo anormalmente ativadas. Em estudos
envolvendo sistema nervoso, os marcadores para células-tronco neuronais mais usados
sd0: CD133, SOX1, SOX2, Nestin®,

1.3 Cancer no sistema nervoso central

O Sistema Nervoso Central (SNC) € composto por encéfalo e medula espinhal. O
parénquima cerebral humano contém tipos de células chamadas gliais, sendo essas
subdivididas em: astrocitos (20%), células precursoras de oligodendrocitos (OPCs, 3 a
10%), oligodendrdcitos ( 25%) e microglia (5 a 15% )34. Em condigbes normais, a
neurogénese € mediada pelas células tronco neurais (CTN). Em humanos, nichos de
CTN foram identificados na regido subgranular do giro dentado localizado no hipocampo
e sdo estas as encarregadas de manter a homeostase gerando novos neurénios®S. As
CTNs tém a capacidade de formar neuroesferas in vitro quando estimuladas. As CTNs
podem ser caracterizadas por genes ou proteinas, dentre elas: nestina, GFAP, vimentina,
Gli1, Sox2,Tuj1, MAP2, CD184, CD56, Notch 1, CD133, Sox2, Hes5 ou Lfng?®.

Mundialmente, o cancer no SNC representa aproximadamente 2% de todos os
tumores malignos, e 90% desses tumores s&o no cérebro. A OMS classifica os tumores

em quatro niveis dependendo da agressividade, em escala crescente®’, mais também
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atualmente esta sendo classificados dependendo as alteragbes genéticas e moleculares
que se encontram no microambiente tumoral dando importancia nas proteinas e genes
especificos alterados®®. Na figura 2, o tipo de tumores no SNC sdo apresentados de

acordo com a morfologia®’.

Tumores no SNC em adultos por Histologia

Ependimoma 2% Tumor embrionario

1%
Linfoma \ —
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Figura 2. Representacéo de tumores no SNC em adultos®’.

O cérebro conta com a barreira hematoencefalica que pode prevenir a interagcao
de células cancerigenas e até a sua evasao para outros sitios, dificultando a formagéao
de metastases fora da regido cerebral®®. Entretanto, estima se que entre 25 - 30% dos
pacientes com cancer desenvolvem metastase no cérebro durante o curso da doenga*®,
causando tumores secundarios intracranianos e extracranianos*'-42. Portanto, a barreira
hematoencefalica ndo funciona como uma barreira de protegao natural muito eficiente.

Estima-se que a taxa de incidéncia média anual ajustada por idade de todos os
tumores cerebrais primarios malignos e ndo malignos e outros tumores do SNC para os
anos de 2013-2017 foi de 23,79 por 100.000, sendo que foi maior em mulheres em
comparagao com homens (26,31 contra 21,09 por 100.000), negros ligeiramente mais
altos em comparagao com brancos (23,88 contra 23,83 por 100.000) e maior em nao

hispanicos (de qualquer raga) em comparagdo com hispanicos (24,23 contra 21,48 por

20



100.000). A taxa de incidéncia média anual ajustada a idade de tumores malignos
primarios do cérebro e outros tumores do SNC foi de 7,08 por 100.000, aproximadamente
29,7% de todos os tumores cerebrais primarios e outros tumores do SNC eram malignos
e 70,3% eram nao malignos, o que torna os tumores ndo malignos duas vezes mais
comuns que os tumores malignos.

O tumor maligno primario de ocorréncia mais comum no cérebro e outro tumor do
SNC foi o glioblastoma (14,5% de todos os tumores e 48,6% dos tumores malignos), e o
tumor primario ndo maligno mais comum foi o meningioma (38,3% de todos os tumores
e 54,5% dos n&o tumores malignos). O glioblastoma era mais comum em homens e o
meningioma era mais comum em mulheres, houve 81.246 mortes atribuidas a tumores
cerebrais malignos primarios e outros tumores do SNC para o periodo de cinco anos
entre 2013 e 2017 representando uma taxa de mortalidade anual média de 4,42 por
100.000, e uma média de 16.249 mortes por ano causadas por cérebro maligno primario
e outros tumores do SNC*3.

Os gliomas pertencem ao grupo dos tumores neuroepiteliais e correspondem a
80% dos tumores malignos do sistema nervoso central, além do 30% dos tumores
primarios, infelizmente, também apresentam o prognostico mais desfavoravel e que,
apesar de avangos nas areas de neurocirurgia, técnicas de neuroimagem e terapias pos-
operatorias adjuvantes ainda seguem sendo de mais dificil diagndstico e tratamento, com
consequente pior prognostico*445,

A classificagdo dos gliomas €& realizada de acordo com as anormalidades
citogenéticas moleculares e patologicas que apresentam os tumores. Quando essas
alteragdes oncogénicas ocorrem em células astrociticas, geram o astrocitoma, um dos
tumores mais agressivos, de acordo a Ultima classificagido da OMS4446:47.48 Uma variante
dos astrocitomas s&o os glioblastomas, que séo o tipo de neoplasia mais agressiva da
linhagem astrocitica e o tumor cerebral primario mais comum em adultos. O glioblastoma
apresenta células pleomorficas, heterogéneas, com acentuada atipia nuclear e atividade
mitotica rapida 44464748

Recentemente foi publicado que a classificagdo dos canceres cerebrais podem ser
classificados incluindo necessariamente os aspectos moleculares, relatando a

importancia das mutacgdes, dele¢des, LOH, metilacbes do DNA, co-delec¢des e outras
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alteragdes genéticas que podem se apresentar no microambiente tumoral dos canceres
cerebrais sendo que genes e proteinas estdo sendo alteradas fazendo que a biogénese
e morfologia do cancer seja mais agressivo e dificil de diagnosticar, e interessante que
posamos conhecer quais vias da sinalizagdo celular e quais proteinas ajudam neste
processo e estao sendo afeitadas para poder assim achar marcadores promissérios que
podem ajudar a identificar o tipo de cancer para ter um melhor prognostico para o
paciente*%.50.51,

Os oligodendrogliomas sdo tumores que afetam os oligodendrocitos e séo
caracterizados por células redondas de tamanho constante, cercados por um anel de
citoplasma muito debilmente manchado, uma rede de capilares finos e calcificagbées. Os
oligoastrocitomas sdo designados como glioma difusamente infiltrante, , composto por
uma combinac¢do de dois tipos de células, que se assemelham morfologicamente aos
oligodendrogliomas e astrocitomas*446.:47:48,

Os ependimomas atingem as células ependimarias e sdo geralmente detectados
como gliomas de crescimento lento em criangas e adultos jovens, originarios das paredes
dos ventriculos cerebrais. Os tumores tem caracteristicas morfologicas e ultraestruturais
de diferenciagdo predominantemente ependimaria, como microvilos e estruturas
alongadas semelhantes ao canal ependimario embrioldgico*446:47:48,

O medublastoma € o cancer cerebelar e um dos tumores malignos mais comuns
do sistema nervoso central, comumente encontrado em criangas menores de 16 anos.
Ele tem quatro classificagées de acordo com a OMS que v&o do, menos agressivo grau
|, até o grau IV como mais agressivo. Apresenta heterogeneidade grande no nivel
molecular e genético®2.

A OMS ressalta a importédncia da classificagdo molecular no glioblastoma
multiforme porque se apresentam alteragdes moleculares envolvidas na gliomagénese
por exemplo as proteinas IDH (isotrato desidrogenase) 1 e 2 que atuam na
descarboxilagdo oxidativa, desempenhando um papel importante no metabolismo dos
acidos tricarboxilicos e na neutralizagdo dos radicais livres de oxigénio na célula, podem
sofrer mutagdes assim a célula reduz a quantidade de alfa-cetoglutarato e comega a
acumular radicais livres produzido pelas formas mutantes das enzimas 2-

hidroxiglutarato®354,
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1.3.1 Glioblastoma multiforme (GBM)

Os gliomas foram descobertos ha aproximadamente 150 anos por Virchow,
Percival Bailey e Harvey Cushing®. Eles deram a base da classificagdo dos tumores no
SNC segundo a OMS. Inicialmente, foi designado como espongioblastoma multiforme
devido a sua aparéncia heterogénea dada pelas células presentes nas mesmas amostras
de tecido tumoral®®. Acreditava-se firmemente que esse tipo de tumor tinha uma origem
celular diferente de outros gliomas, devido as suas células atipicas e polimorficas, sem
nenhuma semelhanga com as células gliais saudaveis®. Com o tempo, ele passou a ser
denominado glioblastoma multiforme®”.

O glioblastoma multiforme (GBM) & o cancer cerebral mais agressivo, de acordo
com a OMS, que se caracteriza por ser policlonal e de grande heterogeneidade clinica e
morfolégica, também apresenta grande recorréncia tumoral e resisténcia aos
tratamentos®®%. Também se da a importdncia na classificagdo de incorporar
biomarcadores moleculares junto com as caracteristicas histologicas classicas com fim
de ter um diagnostico integrado revelando que nos perfiles genéticos podem se
apresentar alteragbes genéticas como no caso especifico neste tipo de cancer por
exemplo a presenga ou auséncia da mutagéo do gene IDH 1/2 que ja separa os tumores
de comportamento agressivo dos tumores mais indolentes; e um segundo marcador que
configura € a presenga ou auséncia da co-delegao (translocagdo nao balenceada dos
bragos cromossémicos, quebra/troca) do 1p19g neste mesmo gene, presenga ou
auséncia da metilagdo na regido promotora do gene MGMT, mutagcdo do gene ATRX,
mutacao da TP53, EFGR, e LOH, porem a importancia de avaliar ainda mais aqueles
processos moleculares que estdo sendo caracteristicos do GBM®'-38,

Estudos mostram analises importantes confirmando que o GBM & um tumor
heterogenético também em nivel molecular que pode ser subdividido em diferentes
subtipos (proneural, neural, classico e mesenquimal) de acordo com a patogénese
molecular e entidades biolégicas de lesdes de "fator condutor". Esta heterogeneidade
intratumoral do GBM ainda precisa ser classificada por sequenciamento de célula unica

para obtencdo de uma classificagdao mais completa e precisa, por tanto os avangos na
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classificagdo molecular do GBM tém permitido a identificacdo de vias desreguladas que
podem representar alvos potenciais para novas estratégias de tratamento®°.

Um estudo recente com 11 pacientes com GBM demostrou que estes
apresentavam varios tipos celulares: células precursoras de oligodendroécitos, microglias,
neurénios, macrofagos e células com alta atividade proliferativa®’. Estas células foram
identificadas com marcadores comumente usados para classificagao das células tronco
da glia (CTG), sugerindo que as células de glioblastoma tipo glia radial podem estar entre
as células progenitoras que propagam os tumores. As células gliais radiais sdo as que
geram a maioria das ceélulas neuronais, e existe a hipétese de que algumas destas células
figuem em estado quiescente e que, apos o nascimento, devido uma desregulagcéo dao
origem as CTC que séo as células iniciadoras e mantenedoras do GBM .

Na maioria dos estudos de identificagao celular, in vitro, a morfologia das células
de glioblastoma é caracterizada como alongada®?. Contudo, elas também ja foram
descritas microscopicamente como células gigantes, células pequenas, células
granulares, epitelioides e células primitivas que contém componentes neuronais,
reforgcando a ideia de que é uma cultura heterogénea, o que dificulta sua identificagao®3.
Em 2018, Koh e colaboradores, apds analisarem o modo de invasividade das células
GBM em um modelo de tumor 3D baseado em uma matriz extracelular descelularizada,
identificaram diferentes morfologias celulares acompanhadas por diversas trajetérias e
comportamentos migratorios®s.

O GBM requer um alto consumo de energia para sustentar sua sinalizagéo
proliferativa, escapar aos possiveis supressores de crescimento do tumor, resistir a morte
celular, possibilitar a imortalidade replicativa, e induzir a angiogénese, gerando
instabilidade do genoma e diversidade genética que acelera seu crescimento, poder
inflamatorio e metastases. Portanto, a demanda de metabolismo aerébico alto é uma de
suas caracteristicas® e demonstra uma grande contribuigdo na gliomagénese. Nesse
contexto, ja foi relatado que a sintese de acidos graxos fornece o gradiente de elétrons
adequado para a producdo de ATP necessario no desenvolvimento do GBM e sua
plasticidade metabdlica, permitindo que essas células se adaptem ao seu microambiente
dindmico®®.

O aspecto de hetereogeneidade da ao tumor a capacidade de ser agressivo
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porque contém varios fatores genéticos e epigenéticos distintos, aléem de uma grande
variedade de mutagdes interligadas e independentes. Em um estudo, analisando 37
tumores individuais, por meio de RNA-seq, foi observado que tumores que tinham mais
de 2 regides iguais quase sempre abrigavam varios subtipos moleculares resultando em
uma grande heterogeneidade genética, o que dificulta o progndstico de GBMs®®. Além
disso, a falta de acesso a alguns tumores cerebrais dificulta a obtengdo de amostras de
tecido®”.

Varios processos moleculares ja foram descritos na tumorigénese do glioblastoma,
entre eles estdo: a mutacdo do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR)
associada a inibicdo da apoptose®®, a mutagdo no receptor de fator de crescimento
derivado de plaquetas-a (PDGFRA), que pode contribuir para a formagao ou progressao
mediante a vascularizagdo e angiogénese®®, a mutagido do gene Neurofibromin 1 que
normalmente regula a atividade da via Ras/MAPK (proteinas envolvidas no processo de
transducgao de sinal de estimulos celulares para mobilidade, motilidade, sintese proteica,
proliferagdo celular) e que no GBM estaria relacionada a proliferacdo das células
cancerigenas, metastase e bloqueio da apoptose’.

Outros mecanismos também estao descritos na génese e classificagdo do GBM.
A mutacgao da proteina RB, que se encarrega de controlar o ciclo celular, esta relacionada
a proliferagdo aberrante das células tumorigénicas no GBM’°. Da mesma maneira, a
sinalizacdo errbnea das enzimas citoplasmaticas fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)
promove o crescimento e sobrevivéncia celular. Esta enzima é frequentemente ativada
em gliomas infiltrativos e observada em 6 a 15% dos glioblastomas’'. O gene supressor
de tumor para PI3K é um homodlogo da fosfatase e tensina (PTEN) e parece ajudar na
proliferagédo celular, adesdo e invasdo, apoptose e reparo de danos ao DNA’? e,
geralmente, em 40% dos casos se encontram com mutagdes ou delegdes resultando em
um pior diagnostico, com resisténcia e menor sobrevida para os pacientes’®7475,

A proteina supressora de tumores P53 é envolvida na regulagao do ciclo celular,
proliferagdo e morte através de uma complexa rede de interagbes que regulam a
replicacédo do DNA. Em caso de dano celular, a P53 ativa varias proteinas para entrarem
em apoptose ou senescéncia celular’®. Portanto, as alteragdes da P53 tém papel direto

na sobrevivéncia, progressdo, regulacdo do metabolismo celular e microambiente
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tumoral. Ja foi descrito que aproximadamente 85-90% dos casos de GBM tem mutacgdes
ou inativag&o desta proteina’” "8,

Outra caracteristica do GBM é a perda da heterogenicidade (LOH) que se
apresenta em 70% - 80% dos casos. Na LOH existem disjungao mitoticas, perda de um
segmento ou um lado do cromossomo, recombinagao mitética entre dois cromossomos
homologos, replicagdo induzida por quebra do DNA, recombinagdo entre dois
cromossomos nao-homoélogos (translocagao), converséo de genes entre outros. A LOH
leva a alterac&o de certos genes que sao supressores de tumores como PTEN e TP53,
a exclusdo no loci 10g25 (a mais comum no GBM)%® 7°, também a perda do loci dos
cromossomas 6, 9, 13, 19, 228081.82,83

Uma caracteristica achada em varias pesquisa € que o Glioblastoma multiforme
quase sempre tem o IDH metilado e a codelecdo do 1p/19q, por exemplo um estudo com
118 pacientes de Tailandia com gliomas difusos previamente diagnosticados acharam
que 50% dos casos tinham GBM sendo que o diagnostico foi dado pela preseng¢a do IDH
alterado além de ter relacdo desses casos com a perda difusa do ATRX nuclear, porém,
poderiam ser também diagnosticados como astrocitomas difuso de alto grau ou
oligoastrocitoma anaplasico acordo a classificagdo da OMS mas, sé se tomara em conta
o exame da histologia, o estudo da importancia e énfase em olhar os aspectos
moleculares em cada tipo de cancer que poderia estar involucradas assim proteinas nos
processos da biogénese tumoral como nos casos de GBM e ajudar a esclarecer o
diagnostico diferencial evitando falsos negativos®*.

O melhor entendimento da biologia do GBM pode elucidar o desenvolvimento de
novas drogas e tratamentos eficazes. A terapia padrao atual para o GBM é baseada na
associagdo da radioterapia e o farmaco temozolomida (TMZ), mas a resposta nédo é
positiva para a maioria dos pacientes e a expectativa de vida permanece muito limitada
(18 meses). Portanto, o uso combinado de quimioterapicos com medicamentos
direcionados ao metabolismo celular poderia se tornar uma opg¢ao terapéutica para o
tratamento desse tipo de cancer®®.

As diretrizes atuais para o tratamento de GBM recorrente recomendam acgdes
multidisciplinares com terapias adaptadas a situacdo unica de cada paciente, incluindo

uma combinagao de ressecc¢ao, irradiacdo, terapia a laser térmica intersticial (LITT),
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mudanca de quimioterapia para monoterapia com bevacizumabe ou combinagcdo com
outros medicamentos associado a terapia de campo para tratamento de tumores (TTF).
No entanto, a maioria dos tratamentos combinados falhou em prolongar a taxa de
sobrevida, geralmente baixa em pacientes com doenga progressiva®®.

Os tratamentos como cirurgia, imunoterapia, quimioterapia, terapia direcionada,
terapia hormonal e radioterapia desempenham um papel importante no tratamento do
cancer, mas acarretam resisténcia, sequelas e toxicidade para pacientes com cancer
incluido o GBM. Existe, na atualidade, a necessidade de uma terapia com resposta eficaz
ja que até o momento, os tratamentos ndo atingem o sucesso esperado e tampouco a
cura. Dessa maneira, € possivel ressaltar a importancia do estabelecimento de um

marcador mais especifico do GBM e sua patogenicidade.

1.3.2 Marcadores de GBM

Atualmente, o foco das pesquisas na area de GBM tem sido direcionado para a
caracterizagao da primeira célula modificada capaz de gerar o tumor do GBM: a célula-
tronco tumoral. Lang e colaboradores, isolaram 32 amostras cirurgicas de CTC frescas
de glioma de alto grau, estabelecendo linhagens primarias a partir dessas amostras e
verificaram que porcentagens mais altas de células cancerigenas de GBM se
correlacionam com alta coexpressao de genes marcadores de CTC de glioblastoma,
como exemplo, o oncogénese EGFR e com a baixa sobrevida geral do paciente®’.

Recentemente, evidenciou-se subpopulagbes de células GBM marcadas com
marcadores especificos do CTC do GBM (CD90, CD133 e CD29) que foram fortemente
positivos na maioria dos 11 tecidos analisados. Também foi observado que células
tumorais alteram a expressdo do marcador genético apdés a selegdo clonal,
provavelmente refletindo uma adaptagédo ao novo microambiente, tornando o diagndstico
mais dificil. Adicionalmente a populacdo CD133+ nao s6 foi capaz de recapitular a
hierarquia tumoral original, mas também de produzir tumores fenocépias que podiam ser
transplantados em série para destinatarios secundarios, fornecendo provas da
capacidade de auto-renovagao in vivo®8.

Em um estudo in vivo e in vitro, Valtorta e colegas trabalharam com células de
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linhagem U251 e T98G tratadas por 24, 48 e 72h com metformina (MET) combinada com
TMZ, e observaram que o tratamento combinado melhora o efeito da TMZ na linhagem
celular sensivel a TMZ (U251) e excedeu a resisténcia a TMZ na linha celular T98G GBM.
Esse tratamento parece ter modulado a apoptose, aumentando a proporgédo Bax/Bcl-2 e
Bad/Bcl-2, em ambas as linhagens celulares em comparag¢ao com tratamentos individuais
e reduzido a produgao de espécies reativas de oxigénio. Por meio de PCR em tempo
real, foi observado o aumento na transcricido do mRNA de CD133 e CD90.

As células mesenquimais (MSC) parecem estar envolvidas no crescimento e
propagacdo do tumor por meio da sua atividade angiogénica. Em testes in vivo,
recentemente, foi observado que as MSC da medula o&ssea participam na
tumorigenicidade do glioma sendo recrutadas por algumas moléculas expostas ao
microambiente tumoral por parte das CTC. Assim, essas células MSC sao atraidas e
formam uma fusdo com as CTC, formando um nicho heterogéneo com crescimento
polimorfico e desordenado com a capacidade de ajudar a progressdo do GBM. As células
marcadas com CD133 se apresentaram em maiores quantidades que as que nao tinham
a fusdo das células, além disso, as ceélulas tumorais apresentaram-se com alta atipia,
aumento da razao nuclear-citoplasmatica e estruturas vasculares mais proliferativas®®.

Embora o CD133 seja classicamente considerado o pan-marcador de CTC
cerebrais, € importante ressaltar que CD133 ndo €& exclusivamente expresso por CTC,
sendo expresso também por células n&o-tumorgénicas, incluindo progenitores neuronais
e células epiteliais®. Adicionalmente, existe um estudo que demonstra que células
CD133- isoladas de tumores cerebrais também apresentam propriedades de células-
tronco, mas com mecanismos e morfologias distintas das positivas para o marcador®'.
Sendo assim, o CD133 n&o pode ser considerado um biomarcador ideal ou um alvo
adequado para terapias antitumorais neuronais, embora deva exercer um papel
importante nas propriedades de auto renovacéo e diferenciagdo de tumores cerebrais
raros de alto grau.

Alguns grupos observaram que CD90 (Thy-1) também € um marcador celular
presente em células tronco de glioblastomas®28586.87 Esta glicoproteina & superexpressa
em diversos tipos de cancer e células ndo-tumorigénicas, como por exemplo, células

mesenquimais (MSC)2. A CD90 esta envolvida com processos de ades3o, proliferagio e
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migracao em alguns estudos que relacionam CD90 com oncogénese e o apontam como
candidato a marcador de CTC em varias malignidades. O aumento da expressao de
CD90 foi observado em CTC de tumores de figado, cancer gastrico, cervical, de prostata,
pancreatico e glioma?889.90.91.92 O nivel de expressdo de CD90, observado em estudos
da expressdo de transcritos em tumores de glioblastomas, tem sido diretamente
correlacionado com o potencial de invasao e migragéo tumoral®?,

A CD90 é uma molécula altamente conservada localizada na parte externa da
membrana celular, sendo que sua expressao e regulagao sédo especificas para alguns
tipos celulares, dentre eles células-tronco e células neuronais. Essa glicoproteina tem
variadas fungdes: sinalizagdo, adesdo, proliferacdo e modificagdes morfologicas
celulares®.

Svensson e equipe'®! observaram dois tipos de células mesenquimais (MSC)
presentes no estroma do glioma, mediante o perfil genético delas. Observaram que a
populagdo CD90~ participa mais agressivamente na vascularizagdo e imunossupressao
que a populagdgo com CD90+. Interessados nesse achado, Zhang e sua equipe
analisaram tecidos frescos de gliomas e astrocitomas de diferentes graus e mostraram
que as MSC do glioblastoma (gbMSC) expressavam marcadores de MSC, incluindo
CD73, CD105, CD44 e CD90; mas ndo CD31, CD34, CD14, NG2 e PDGFf-R. Estas
células também possuiam potencial para se diferenciar em adipdcitos, osteoblastos e
condrocitos in vitro, tendo uma forte migragdo em comparagéao das MSC com o marcador
CD90 em meio condicionado.

A expressao CD90 também esta relacionada com reparo de lesGes cerebrais e
com a extensao de dendritos e axénios em neurdnios no SNC'%2. Essa proteina participa
do desenvolvimento e da plasticidade neuronal, ja que também é responsavel pela
inibicdo da extensdo de neuritos em astrocitos maduros'®. O CD90 ja é um biomarcador
conhecido para diversos tipos de CTC®%,'%4 Deve-se mencionar que Woo et al.
observaram em células 464T e 532T (linhagens de glioblastoma) que os niveis de
proteina CD90 aumentaram 10 vezes nas células GBM do que nas CTN'%. Também ¢é
importante relatar que muitos estudos apoiam a ideia de que a glicoproteina CD90 esta
relacionada a invasividade do GBM, demonstrando que a alta expressao de CD90 nas

células de glioblastoma piora o prognéstico.
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Avril e colaboradores, revelaram que tumores com alto conteudo de CD90 exibiam
maior expressao de genes de adesado/migracéo celular como colageno e PDGFRB em
xenoenxertos obtidos apods a injegdo com linhas celulares primarias de GBM. Além disso,
tumores com alto conteudo de CD90 exibiam caracteristicas de transicdo epitelial -
mesenquimal (EMT). Outros marcadores mesenquimais, como as caderinas, também
foram superexpressos em tumores com CD90 alto; portanto, a expressdo do CD90 esta
ligada a uma ades&o/migracéo celular. Esse estudo também demonstrou que a CD90
limita a adesao célula - célula e aumenta a capacidade de adesao celular - matriz das
células GBM, observando um aumento na fosforilagdo de SRC e FAK que sao proteinas
de sinalizagao intracelular e relacionadas a adeséao focal pela via PI3K em células com
alta expressao de CD90 em GBM primario em comparagao com as células com baixa
expressdo de CD90 em GBM primario'%.

A descoberta de marcadores é cada vez mais seletiva de CTC e tem mostrado
grande potencial para o desenvolvimento de novos tratamentos contra neoplasias e
novas formas de diagndstico, em especial, o GBM que é extremamente agressivo,
possuindo grande resisténcia e reincidéncia, além de ser um céancer do sistema nervoso
central de ocorréncia comum'’; Ademais, atualmente a classificagdo do glioblastoma
multiforme inclui a presenca de alteragcdes moleculares nas quais podem estar também
afetadas pela participacédo da superexpressao da glicoproteina CD90 pois em varios
estudos se encontraram em altas taxas'%.

Nos anos 2016 e 2018, os pesquisadores identificaram marcadores moleculares
que ajudam a classificar o GBM em subgrupos com diferentes perfis de resposta ao
tratamento e progndstico, por exemplo, gliomas que abrigam uma mutag&do no gene da
isocitrato desidrogenase 1 ou 2 (IDH 1/2 ) tendem a ter melhor tendem a ter melhor
sobrevivéncia e, portanto, um prognodstico favoravel'®. Ja os tumores metilados do
promotor do gene O 6 -metilguanina-DNA-metiltransferase (MGMT) s&o mais sensiveis
as terapias de temozolomida / radiacdo que produzem melhores taxas de sobrevivéncia,
e importante ter em conta esse marcadores porque a partir de ali se pode dar um
prognostico mais claro para o paciente'"”.

E crucial conhecer em profundidade os biomarcadores para GBM, a fim de

esclarecer o desenvolvimento da biologia da patogenicidade desses gliomas; portanto,
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diversos estudos sobre possiveis marcadores para glioblastoma estdo sendo
feitos9%110.111 'mas pouco se sabe sobre a relagdo entre CD90 e a morfologia funcional
do glioblastoma. Assim, este estudo tem como objetivo entender a relagdo entre o
marcador CD90 com a biogénese tumoral, morfologia e propriedades biolégicas do

glioblastoma in vitro.

2.JUSTIFICATIVA

E importante considerar que o comportamento celular relacionando as interagées de
proteinas, tais como a glicoproteina CD90, que se encontram involucradas ou envolvidas
nos processos do cancer pode propiciar uma grande referéncia sobre a descoberta de
marcadores de CTC e assim demonstrar o grande potencial para o desenvolvimento de
tratamentos, e que sejam cada vez mais especificos contra canceres de diferentes graus
de agressividade. Ao mesmo tempo, é imprescindivel considerar que existem diversos
tipos de formas tumorais que ainda ndo possuem tratamento especifico e apresentam
grande resisténcia as terapias existentes, como € o caso do GBM, sendo um cancer

agressivo com grande resisténcia e reincidéncia, além de ser um cancer cerebral comum.
3. OBJETIVO
3.1 Objetivo Geral

A pesquisa teve como objetivo geral elucidar in vitro a agao da glicoproteina CD90
em células originadas de glioblastoma.

3.2 Objetivos Especificos

- Analisar a capacidade tumorigénica das células de glioblastomas deficientes na
expressao de CD90 in vitro em ensaios de formagao de oncosferas.

- Avaliar a capacidade de diferenciagao (neuronal, osteogénica e adipogénica) das
células de glioblastomas deficientes na expressédo de CD90 in vitro.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Estabelecimento das Linhagens Primarias de Glioblastoma

O delineamento experimental esta descrito na Figura 3. O estabelecimento da
cultura celular primaria foi feito a partir de quatro amostras tumorais oriundas de quatro
pacientes submetidos a neurocirurgias. Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa de acordo com as Resolugdes n° 466/12 e n° 510/16 e os pacientes
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Estabelecimento das linhagens primarias
de células de glioblastoma humano
(GLIO)

Ablacao de CD90 em células GLIO com
particulas lentivirais (shRNA CD90); e
obtencao do grupo shRNA controle

Selecao de células de GLIO com
expressdo ainda mais reduzida de
CD90 (CD90-) a partir de células
shRNACD90

Diferenciacao

adipogénica e
osteogénica de
células de GLIO

Formacao de
oncoesferas e
subesferas para
diferenciacao

Diferenciacao
neuronal

Figura 3. Delineamento experimental.
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As amostras foram obtidas na primeira ressecc¢ao do tecido tumoral, sendo que os

pacientes nao haviam recebido nenhum tratamento prévio. Foram acondicionadas em
um tubo de coleta de 50 mL contendo solugéo salina e transportadas sob refrigeragcéo
em caixa térmica até o Departamento de Genética e Morfologia (GEM) da Universidade
de Brasilia (UnB), com um intervalo maximo de 24 horas.
Para a separacao das células do tecido, cada tumor foi colocado em uma placa de Petri
estéril e lavado com PBS (tampao fosfato salino) por trés vezes. Em seguida, foi realizada
uma quarta lavagem com meio de cultivo Low Glucose Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM-LG) (GIBCO®, EUA) com adigado de 1% de antibidtico (v/v) (Penicilina —
Estreptomicina, Life, EUA). Logo apoés, cada tumor foi dissecado com auxilio de uma
l&mina de bisturi em fragdes de aproximadamente 1 mm de didmetro e transferidos para
um tubo de fundo cénico de 15 mL, no qual foram adicionados tripsina (Tripsina 0,25%,
Gibco, EUA) durante 30 minutos com agitagdo manual a cada intervalo de 5 minutos. A
seguir, foram realizadas mais trés centrifugacdes de 5 minutos cada, os sobrenadantes
foram desprezados e as amostras ressuspendidas em 4 mL de meio DMEM-LG
suplementado com antibiético e soro fetal bovino (10%). As amostras de células
dissociadas e fragbes tumorais foram colocadas em frascos de cultura de 75 cm? e
mantidas em incubadores a 37°C e 5% de gas carbdnico (CO2). Foram feitas trocas
periddicas do meio de cultivo contido nos frascos a cada 3 ou 4 dias.

As linhagens celulares obtidas neste estudo foram identificadas como células
GLIO (glioblastoma multiforme) e receberam uma numeragéo (de 1 a 4) de acordo com
a ordem de obtencdo das amostras. As células de cultivo primario tiveram seu
crescimento acompanhado com o uso de um microscopio dptico até atingir uma
confluéncia de cerca de 70% nas garrafas de cultivo. A passagem celular foi realizada
por meio da tripsinizagcéo (Tryple, GIBCO), e foram mantidas em DMEM-LG (GIBCO)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (GIBCO).

4.2 Estabelecimento de Linhagens Primarias de MSCs (células controle)

As MSCs isoladas do tecido adiposo de pacientes que fizeram cirurgias estéticas
e foram utilizadas como controle para a transducdo. Essas células foram obtidas e
isoladas de uma amostra de lipoaspirado com a colaboragdo do médico cirurgido Dr.
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Carlos Augusto Carpaneda. A amostra de gordura foi coletada, de forma estéril, pelo
cirurgido supracitado na Clinica Carpaneda de Cirurgia Plastica, apos assinatura do
TLCE pelos pacientes. O lipoaspirado foi encaminhado para a sala de cultivo de células
do GEM da UnB.

Para o isolamento das células, foi utilizado um protocolo previamente estabelecido
e adaptado®' no qual, em fluxo laminar, o lipoaspirado foi incubado com uma solugéo de
tripsina-EDTA (GIBCO®), contendo 2,5 g/L de tripsina (1:250) e 0,38 g/L de EDTA em
solugdo salina balanceada de Hank, sendo 10 mL de tripsina a cada 20 mL de
lipoaspirado, por 30 minutos a 37°C, no qual foi realizada uma agitagdo vigorosa manual
a cada 5 minutos.

Em sequéncia, a amostra foi centrifugada por 10 minutos a 220 xg, e,
posteriormente, o sobrenadante contendo a fragado adiposa foi descartado, e o pellet foi
ressuspendido em 10 mL de PBS para lavagem e retirada dos residuos de tripsina. A
suspensao obtida foi transferida para outro tubo e centrifugada novamente por 10
minutos. Ao final, o sobrenadante foi descartado e o pellet contendo a fragcédo celular foi
ressuspendido em 5 mL de meio de cultivo DMEM- LG, suplementado com 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB) (GIBCO®), antibidtico/antimicotico (GIBCO® — contendo 10000UI/mL
de penicilina, 10000 ug/mL de estreptomicina e 25 yg/mL de Anfotericina B), e 1 mL da
suspensao foi transferido para 15 garrafas de 75cm?, completando-as com 10 mL de meio
de cultura.

Apoés 48 horas do isolamento, foi realizada a troca parcial do meio de cultura e
apos mais 48 horas foram realizadas duas lavagens com PBS para remogéao de debris e
células ndo aderidas. As culturas de MSCs foram acondicionadas em estufa a 37°C,
atmosfera de 5% de CO2e 70% de umidade, sendo subcultivadas sempre que atingiam

80% de confluéncia.
4.3 Reducao da expressao de CD90

A ablacdo ou reducao da expressao de CD90 nas células primarias de GLIO foi
realizada a partir da transdugao com particulas lentivirais que codificavam um shRNA
interferéncia, cujo alvo era o RNA mensageiro responsavel pela expressdo de CD90, e o
ShRNA scramble. A transdugéo foi realizada em células GLIO com 80% de confluéncia,
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inicialmente, com a adi¢cao de 8 ug/mL de Polibreno (Sigma) no meio de cultivo presente
no frasco (Santa Cruz Biotechnology), e 5 uL com uma concentragéo de 1 x 108 unidades
de particulas lentivirais ShRNA-CD90 e shRNA controle (Santa Cruz Biotechnology, INC),
respectivamente, nos frascos de cultura. A troca do meio ocorreu 48 h apos a adigao dos
lentivirus.

Posteriormente, deu-se inicio a selecdo das células transduzidas com adicdo ao
meio de Puromicina para evidenciar a eficacia da transdug&o (concentrada a 5 pyg/mL)
por 10 dias, com trocas periddicas do meio (cada 4 dias). Ao final do processo, foram
obtidas populagdes/clones de células que superexpressavam shRNACD90 (células com
ablacdo ou redugao de CD90) e shRNA scramble (populagdo shRNAcontrole).

A puromicina foi usada como teste de morte, ja que no RNA de interferéncia
carregava um gene resistente a puromicina e, quando elas foram transduzidas, as células
eram resistentes ao anibiotico, porém foi possivel fazer a selegcdo das células que
efetivamente foram reduzidas a expressao da glicoproteina CD90 sendo o grupo
ShRNACD90.

4.4 Obtencao de populagoées de GBM com menor expressao de CD90

As células do GLIO cultivadas em garrafas de cultura de 75cm?, 90% de
confluéncia, foram dissociadas por SmL de tripsina durante 4 minutos a 37°C. Em seguida
foi adicionado 5mL de SFB (GIBCO) para inibigdo da tripsina, e a solugéo foi transferida
para um tubo de centrifugacao de 15 mL e centrifugada a 300 g por 10 minutos. As células
foram marcadas com anticorpos CD90 conjugados com particulas magnéticas (MACS
MicroBeads Tecnhology) e selecionadas por afinidade magnética a coluna de purificagao
de acordo com o protocolo do fabricante da coluna selecionada (Miltenyl Biotec). As
células ndo marcadas, com menor expressidao de CD90, foram eluidas da coluna e
cultivadas em garrafas T-75 a 37°C com trocas de meio e com passagens periddicas. A
populagdo celular obtida foi denominada CD90-, que foram aquelas células com a
expressédo de CD90 ainda mais reduzida que com a técnica de redugdo com particulas

lentivirais.

4.5 Avaliacao da reducao da expressao de CD90 na formagao de oncosferas.

35



As células shRNACD90, CD90- e controles (Celulas GLIO sem a reducgdo da
expressdo da CD90), foram suspensas em meio de cultura definido como “meio para
formagdo de oncoesferas” contendo DMEM LOW-F12 (Dulbecco modificado Eagle
medium/F12, Gibco), suplementado com N-2 (1X), (Gibco), EGF (20ng/mL, Invitrogen),
bFGF (20ng/mL, Gibco), e B27 (1:50; Life Technologies) e plaqueadas numa densidade
de 2x10* células/pogo em placas de 24 pogos de baixa adeséo (ultra low attachment
surface, Corning). As células ficaram mantidas em estufa (Thermo Fisher Scientific Inc.
3110, Waltham, MA) com 5% de CO2 a 37°C, onde receberam trocas meios para
formacgao de oncoesferas a cada 3 dias. As oncoesferas foram fotografadas no terceiro e
sétimo dia. O didametro de cada oncoesfera formada foi mensurado utilizando o

microscopio EVOS (FL Cell Imaging System).

4.6 Ensaios de avaliagcao do efeito da ablagcao de CD90 na propriedade de

diferenciacao osteogénica e adipogénica de células de glioblastomas

Para avaliar o potencial de transformacao das células de GBM, as células GBM
foram submetidas a diferenciagao osteogénica e adipogénica in vitro, de acordo com o0s
protocolos estabelecidos previamente''?. As células de GBM transduzidas e nao
transduzidas na passagem 4 (passagem 2 apds a transducdo) foram semeadas em
placas de 24 pogos a uma densidade de 5x10* células/pogo. Quando uma confluéncia de
80% foi alcangada, o meio regular foi substituido por um meio de indugéo (STEMPRO,
GIBCO), que foi trocado a cada 72 h por 21 dias para diferenciagdo osteogénica e 7 dias
para diferenciacdo adipogénica. As células cultivadas em meio regular foram usadas
como controle da diferenciagado (controle negativo). As células MSC com meio de
diferenciagdo para adipogénese e osteogénese foram utilizadas como para controle
positivo dos processos de diferenciacao.

A diferenciag&o osteogénica foi avaliada pela atividade da coloragéo colorimétrica
do vermelho de alizarina. As amostras foram fixadas com paraformaldeido a 4% por 15
minutos, lavadas em PBS e tingidas por 20 minutos com solug&o 40 mM de Alizarin Red
(Sigma-Aldrich) ao pH 4,2 e a temperatura ambiente. As amostras resultantes foram
analisadas e fotografadas sob um microscopio EVOS.
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O processo de diferenciagado adipogénica (formagao de células com morfologia
semelhante aos adipocitos) foi monitorado ao microscopio pelo aparecimento de
goticulas lipidicas. Apos o periodo de indugédo (7 dias), as células foram fixadas em
paraformaldeido a 4% por 15 minutos, lavadas em PBS e tingidas por 30 minutos com
0,5% de 6leo vermelho O (Sigma-Aldrich) em etanol. As células foram subsequentemente

lavadas trés vezes com agua destilada para remover qualquer excesso de corante.
4.7 Cultivo de subesferas para diferenciagao neuronal

Ao atingirem uma semana de cultivo, as oncoesferas foram coletadas da placa e
colocadas em um tubo de 15 mL para centrifugagcdo durante 5 minutos a 200 g. O meio
foi descartado e as células gentilmente dissociadas em 2,5 mL de StemPro Accutase
(ThermoFisher Scientific) em banho-Maria a 37°C por 20 minutos, misturando
gentilmente a cada 5 minutos. Entdo, as amostras foram centrifugadas por 5 minutos a
200 g e a ressuspensao foi feita em meio definido “meio de cultura para diferenciagéo
neuronal” contendo DMEM LOW-F12 (Dulbecco modificado Eagle medium/F12, Gibco),
B27 (1:50; Life Technologies), GlutaMAX-I (50X) (ThermoFisher Scientific), dibutiril CAMP
0,5 mM) (Sigma), Antibidtico-Antimicotica e cyclosfenil (Sigma).

As células foram plagueadas de duas maneiras diferentes para ensaios de
diferenciacdo neural. Os ensaios foram realizados semeando 2x10* células/pogo células
em placas de 24 pocgos previamente tratadas com matriz de membrana basal de fator de
crescimento reduzido (Gibco, Geltrex). Paralelamente, 1x10° células foram semeadas em
placas de 6 pogos previamente tratadas com Poli-L-Ornitina e Laminina (Sigma). Em
ambos tipos de ensaios, as placas ficaram mantidas em estufa (Thermo Fisher Scientific
Inc. 3110, Waltham, MA), com 5% de CO: a 37°C, onde receberam trocas de meios de
cultura para diferenciagdo neuronal a cada 3 dias. As células diferenciadas foram
fotografadas 7 dias apds o inicio da indugao da diferenciagao utilizando o equipamento
EVOS FL Cell Imaging System. O experimento foi realizado em triplicatas para cada tipo
celular e repetido ao menos duas vezes para cada amostra.

O anticorpo Beta tubulina Ill faz parte da formagao de microtubulos dos neurdnios
e serve como marcador de células neuronais progenitoras, apenas se diferenciando e

para avaliar a diferenciacdo neuronal com a matriz de Geltrex e Poli L Orinitina + laminina
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nas placas previamente utilizadas e mantidas em meio de diferenciagdo neuronal.
Utilizou-se o anticorpo B tubulina (ThermoFisher Scientific), para ser marcado por
imunofluorescéncia. As células foram fixadas com paraformaldeido a 4% por 15 minutos.
A permeabilizagdo da membrana celular foi feita com triton X 100 (Termofisher) a 0,25%
por 10 minutos, e bloqueada com BSA a 5% por 1 hora em temperatura ambiente. O
anticorpo Beta tubulina Il (Ref. MA 1-118 Termofisher) foi adicionado nos pogos numa
concentragéo de 0,5 ug/ml em BSA a 1% e foi incubado a temperatura ambiente por 3
horas. A marcagcédo com anticorpo secundario foi feita com IgG Alexa fluor (Termofisher)
numa concentragdo 1mg/2ml, em solugdo salina tamponada e, posteriormente, os
nucleos foram corados com Gold Antifade Mountant com Dapi (Ref. S36938 Termofisher)
- 50 microlitros em cada pogo antes do registro ao microscopio.

As analises estatisticas dos resultados apresentados foram obtidas com o uso do
software Excel (Microsoft). Foi utilizado teste T Student e o intervalo de confianga
estabelecido foi de p <0,5 comparando a quantidade de oncosferas apresentadas em

cada grupo de células.

5. RESULTADOS

5.1 Estabelecimento da cultura primaria de glioblastomas

A partir das amostras de tumores processados foram obtidas quatro culturas
primarias (GLIO 1, 2, 3, 4,). Entretanto apenas as amostras 2 e 3 foram se expandiram
(multiplicaram) o suficiente para serem utilizadas em nossos ensaios. A morfologia celular
das culturas obtidas, embora, inicialmente, heterogéneas, mostrou-se tipica das células
oriundas do SNC, indicando a identidade tumoral de glioblastoma. Foi possivel observar
as diferengas morfolégicas nas culturas celulares, pois sao células de glioblastoma de
diferentes pacientes (Figura 4). A confirmagao citopatoldgica de glioblastoma de alto grau

foi realizada pela Instituicdo que forneceu as amostras tumorais.
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Figura 4 - Morfologia das células primarias obtidas das amostras tumorais 2 € 3 (GLIO 2 e 3) obtidas por
microscépio éptico Leica, com aumento de 50x.

5.2Transducao lentiviral

Apoés a transdugao celular, foi realizada a selegado das células traduzidas com
puromicina para evidenciar a efetividade da transducéo durante 10 dias para selecionar
as ceélulas GLIO que estavam expressando a sequéncia de RNA contendo o shRNA
(contra CD90 ou scramble) e a resisténcia a puromicina como teste de morte.

Devido a pandemia da Covid-19, alguns laboratorios e equipamentos da UnB
tiveram seu uso restringido, por isso nao foi possivel realizar ensaios de Q-RT-PCR e
citometria de fluxo para confirmar a redugao da expresséo de CD90 conforme planejado
inicialmente. Entretanto, estudos anteriores do nosso grupo, usando 0s mesmos
reagentes com células mesenquimais’'? e células de glioblastoma''®, mostraram que a
transducao com as particulas lentivirais ShRNACD90 (SANTA CRUZ) reduz a expressao
de CD90 (em torno de 50-60%), mas nao totalmente.

Por isso, amostras de células GLIOshRNACD90 foram submetidas a separagao
magnética com células incubadas previamente com anticorpos anti-CD90 ligadas a
esferas magnéticas (“beads”) coletando em seguida a fragdo mais negativa para CD90
que néo se ligou a coluna (denominada daqui para frente de populagao celular CD9O0.

Amostras de todas as populagbes celulares usadas neste estudo foram
congeladas, para que, posteriormente a pandemia e liberacdo dos laboratérios, a
expressao de CD90 e CD133 fosse analisada e quantificada, tanto por citometria de fluxo
quanto por Q-RT-PCR. Da mesma forma, nos achados anteriores, identificou-se que a

separagdo magnética gera uma ablagdo em torno de 95%"'3, isso € importante porque
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pretendia-se ter a certeza que a CD90 estava em reducao portanto pretendeu-se reduzir
ainda mais a glicoproteina.

Apods a obtengao dos grupos de estudo (ShRNAcontrole, ShRNACD90 e CD90),
foi possivel observar a morfologia das células transduzidas por meio de microscopia de
luz. Ao comparar esses grupos entre si e com células originais sem nenhuma modificagéo
(denominado grupo nada), ndo foi observada nenhuma diferenga morfoldgica significante
(Figura 5). Além disso, também foi observado que populagdes shRNACD90 e
shRNAcontrole mantiveram capacidade de proliferagao similar, sugerindo que a ablagao
da expressao de CD90 nao afetou a manutengao da morfologia e proliferacdo de células
de glioblastoma.

A B

50X 50X

50 X 50X

Figura 5: A: Morfologia das células Glio 3 grupo Nada, B: Morfologia das células Glio 3 grupo ShRNA
Controle, C: Morfologia das células Glio 3 grupo ShRNA CD90 e E: Morfologia das células Glio 3
grupo CD90 - mantendo a sua morfologia, obtidas por do microscopio 6tico Leica, com aumento de
50x.

5.3 Formacgao de neurosferas
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A capacidade de formagao de oncoesferas de células provenientes das amostras
tumorais foi analisada para determinar o papel de CD90 no potencial de tumorigénese de
células primarias de glioblastoma (GLIO). Assim, o grupo Nada (sem nenhuma
alteracdo), shRNAcontrole, shRNACD90 e CD90- correspondentes as mesmas
passagens celulares foram submetidas ao protocolo de formag&o de oncoesferas. Os
ensaios foram realizados em quadruplicatas experimentais em trés ensaios

independentes, como estdo mostrados nas Figuras 6 e 7.
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Figura 6. Oncoesferas do grupo GLIO 2. A: Amostra 2 Nada (3 dias), B: Amostra 2 ShRNA Controle
(3 dias), C: Amostra 2 ShRNA CD90 (3 dias), D: Amostra 2 CD90 - (3 dias), E: Amostra 2 Nada (3
dias), F: Amostra 2 ShRNA Controle (7 dias), G: Amostra 2 ShRNA CD90 (7 dias), H: Amostra 2 CD90
- (7 dias), se evidencia as oncoesferas das células primarias GLIO2 apds trés e sete dias de cultivo.
Barra de tamanho de 400um.

Figura 7. Oncoesferas dos grupo GLIO 3: A: Amostra 3 Nada (7 dias), B: Amostra 3 ShRNA
Controle (7 dias), C: Amostra 2 ShRNA CD90 (7 dias), D: Amostra 2 CD90 - (7 dias), Oncoesferas
das células primarias GLIO 3 sete dias de cultivo. Barra de tamanho de 400um.

Como mostram as Figuras 6 e 7, observou-se a formagéao robusta de oncoesferas
nos grupos controles: células nao sofreram nenhuma modificagdo (GLIO Nada) e
shRNAcontrole. A formagéao de oncosferas se tornaram nitidas a partir do terceiro dia
(Figura 6). As oncosferas foram mensuradas e quantificadas no sétimo dia de cultivo
celular apés a inducao delas. Foi possivel observar varias oncosferas arredondadas e
maiores que 100 um e grande densidade celular nos grupos GLIO Nada. Também foram
observadas oncosferas bem formadas nos grupos GLIO shRNAcontrole das linhagens
provenientes de duas amostras de tumores (GLIO2 e GLIO3) (Figura 6 e 7,
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respectivamente). Entretanto, conforme representado no grafico que expressa a média
do numero de oncosferas observadas em cada grupo (Figura 8), o numero médio de
oncosferas no grupo ShRNAcontrole (média e D.P. =14,0 + 6.9) foi surpreendentemente
menor que o numero de oncosferas formadas no grupo GLIO Nada (média e D.P.
=14,0+1,5, p<0,5). Portanto, pode-se inferir que a glicoproteina afeta a formagao de
oncosferas, sendo que, quando é reduzida a sua expressao, também diminui a formacao.

Embora os ensaios tenham sido realizados pareando as células em mesma
passagem celular, esse fato pode ser atribuido ao stress adicional causado pelo processo
de transducéo e pelo periodo de selecdo de 10 dias com puromicina. Pode-se observar,
na Figura 6, que houve formagdo de algumas oncosferas nos pogos dos grupos
shRNACD90 no terceiro dia. Entretanto, ficou mais evidente no sétimo dia que estas
oncosferas, além de estarem presentes em numero estatisticamente significante menor
que as observadas no shRNAcontrole (Figura 8) também eram mais irregulares, densas
e arredondadas que as oncosferas observadas no grupo shRNAcontrole.

Verificou-se que as oncoesferas formadas nos primeiros dias no grupo controle
tiveram uma tendéncia de ndo progredir e se desfazer com o passar dos dias (dados néo
apresentados). O numero médio de oncosferas observados no grupo shRNACD90 no
sétimo dia foi de foi de 8,5+3,7 (média, D.P.) A influéncia de CD90 no numero, forma e
densidade das oncosferas ficou mais evidente quando foram analisadas as oncosferas
formadas nos ensaios com grupo CD90-. Neste grupo, foi observado ainda menos
oncosferas (média, D.P. = 4,1+3,0) que no grupo shRNACD90 (Figura 7). As poucas
oncosferas formadas tendiam a se dissociar e terem menor densidade celular (Figuras 6
e’).
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Numero de oncosferas

0

sem alteragio ShRNAcontrole ShRNACD30 @o0--

Figura 8. Quantificagcao de oncoesferas. O numero de oncosferas maiores que 100 um por pogo
foi determinado 7 dias apds a indugao de formagao de oncosferas. Os resultados mostrados séo de
3 ensaios independentes feitos em quadriplicatas experimentais para cada grupo. A relevancia

estatistica entre grupos foi determinada por teste T Student (p < 0,5).
5.4Diferenciagao adipogénica e osteogénica

O potencial de diferenciagdo das ceélulas do grupo nada, shRNAControle,
shRNACD90, CD90- foi analisado em ensaio de indugao de diferenciagdo osteogénica e
adipogénica. A formagao da matriz ossificada resultante da incubagdo com meio indutor
especifico foi analisada 21 dias apos o inicio da indug&o. Enquanto para a diferenciagao
adipogénica, a formacao de goticulas de lipideos intracelular foi observada 7 dias apos a
indugdo com o seu meio indutor especifico.

Essas diferenciagdes foram avaliadas pela coloragéo histoquimica positiva para o
corante vermelho de Alizarina para osteogénese e para o corante oil red para detecgéo
de adipogénese, bem como a utilizagdo da microscopia de luz para observagdo da
formagdo de vesiculas lipidicas na diferenciagdo adipogénica. A concentragado de
vermelho de Alizarina e oil red foi qualitativamente avaliada nos diferentes grupos deste
estudo. Ressalta-se que as células mesenquimais (MSC) foram utilizadas como controle

positivo, pois se diferenciam robustamente quando induzidas.
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Quando se compara o nivel de diferenciacao entre as células GLIO2 e GLIO3 sem
modificagdo e as MSC, observamos uma diferenciacdo marcadamente maior nas MSC
(Figura 9 e 10). Nos ensaios adipogénicos (Figura 9) e osteogénicos (Figura 10) foi
observado o mesmo padrao de diferenciagdo, tanto nas células do grupo Nada, como
nas células shRNAcontrole. no grupo shRNACD90 se notou uma marcada diminui¢do na
diferenciagdo comparados com os grupos Nada e shRNA controle. Um decréscimo ainda
maior na proporc¢ao de células diferenciadas do grupo CD90-.
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Figura 9 - Ensaio de diferenciacao adipogénica em amostras de GLIO2. (A: Celulas MSCs, B:
Celulas Nada, C: Celulas shRNAcontrole, D: shRNACD90 e E: Celulas CD90-) observe-se a
habilidade de diferenciagao in vitro em linhagem adipogénica, evidencia -se depdsitos lipidicos
identificados pelos corante oil red em células 7 dias apos incubagdo em meio de indugao adipogénico
mais que como foi reducendo a CD90 também foi reducendo a sua diferenciagao.
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Figura 9.1. Ensaio de diferenciagao adipogénica em amostras de GLIO3. (A: Celulas MSCs, B:
Celulas Nada, C: Celulas shRNAcontrole, D: shRNACD90 e E: Celulas CD90-) observe-se a
habilidade de diferenciagdo in vitro em linhagem adipogénica, evidencia -se depdsitos lipidicos
identificados pelos corante oil red em células 7 dias apds incubagdo em meio de indugéo adipogénico,
mais que como foi reducendo a CD90 também foi reducendo a sua diferenciagao.
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Figura 10 - Ensaio de diferenciagao osteogénica em amostras de GLIO2. (A: Celulas MSCs, B:
Celulas Nada, C: Celulas shRNAcontrole, D: shRNACD90 e E: Celulas CD90-) Foram testadas quanto
a habilidade de diferenciagao in vitro em linhagem osteogénica. Depodsitos de matriz calcificada foram
identificados pelo corante vermelho de Alzarin 21 dias ap6s indugdo em meio osteogénico, mais que
como foi reduzindo a CD90 também foi reduzindo a sua diferenciagéao.
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Figura 10.1 - Ensaio de diferenciagdao osteogénica em amostras de GLIO3. (A: Celulas MSCs, B:
Celulas Nada, C: Celulas shRNAcontrole, D: shRNACD90 e E: Celulas CD90-) Foram testadas quanto
a habilidade de diferenciagao in vitro em linhagem osteogénica. Depésitos de matriz calcificada foram
identificados pelo corante vermelho de Alzarin 21 dias ap6s indugdo em meio osteogénico, mais que
como foi reduzindo a CD90 também foi reduzindo a sua diferenciagao.

5.5Diferenciagao neuronal

As oncosferas dos grupos analisados neste estudo foram dissociadas e as células
resultantes foram cultivadas em garrafas de cultura celular por 5 dias. Apés esse periodo,
as células foram contadas e plagueadas em meio de diferenciagao neuronal em dois tipos
de placas: a) placas de cultivo tratadas com Geltrex (GIBCO) e b) placas tratadas com
laminina e poli-L-ornitina. Foram utilizados estes dois protocolos distintos para ter
confirmacéo dos resultados. Em ambos os protocolos, as células comegcaram a mudar
sua morfologia a partir do sétimo dia, adquirindo prolongamentos mais alongados, como
mostra a Figura 11 com fotomicrografias tiradas 20 dias apds inicio da diferenciagéo
neuronal. O mesmo n&o ocorreu em células que nao foram incubadas com meio de
diferenciagdo neuronal e mantidas apenas com meio DMEM (controle negativo da
diferenciagao).

Embora o mesmo numero de células tenha sido plaqueado em todas as condicoes,
foi notavel o maior numero de morte celular nos grupos shRNACD90 e CD90-.
Infelizmente, n&o foi possivel caracterizar esta morte, mas foi observado um grande
numero de células mortas suspensas em ambos os grupos quando realizadas as trocas
de meio, refletindo em um menor numero de células nos dias 21 dias apds o inicio da

diferenciagao neuronal.
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As células do grupo nada (controle da transdugdo) apresentaram diferentes
morfologias: arredondadas e pequenas, e a maioria com prolongamentos mais alongados
que as células que foram plaqueadas, mas nao tratadas com meio de indugao de
diferenciagao neuronal. As células da linhagem shRNAcontrole apresentaram uma
morfologia similar a das células do grupo nada, embora, em menor numero devido ao
grande numero de morte celular. As células dos grupos shRNACD90 e CD90- também
apresentaram morfologia similar, com células possuindo filamentos alongados que, em
alguns casos pareciam se conectar, indicando que houve uma diferenciagdo nestes
grupos. Além do maior numero de morte em células expressando menos CD90, nao foi
possivel mensurar nenhuma diferenga no potencial de diferenciacdo neuronal entre os

grupos (Figuras11).
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Figura 11. Diferenciacdo neuronal. (A: Células com meio DMEM, B: Células Nada, C: Células
shRNAcontrole, D: shRNACD90 e E: Células CD90-) Células da amostra GLIO2 apés de 7 dias do
inicio da indugéo da diferenciagdo neuronal em placas tratadas com GELTREX, as setas indicam as
projecbes neuronais que neste caso conforme foi reduzindo a CD90 a diferenciagdo neuronal foi

aumentando nos grupos de células com CD90 reduzida a sua expressao.
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Figura 11.1 Diferenciacdo neuronal. (A: Células com meio DMEM, B: Células Nada, C: Células
shRNAcontrole, D: shRNACD90 e E: Células CD90-) Células da amostra GLIO3 apoés de 7 dias do
inicio da inducdo da diferenciacdo neuronal em placas tratadas com Poli-L-Ornitina/Laminina.
(controle da diferenciagao), as setas indicam as projegdes neuronais, igualmente aqui olha-se que
conforme foi reduzindo a CD90 a diferenciagao neuronal foi aumentando nos grupos de células com

CD90 reduzida a sua expressao.

Para caracterizar a diferenciacdo neuronal, foram realizados protocolos de
imunofluorescéncia usando o marcador B-tubulina Ill para as células diferenciadas, uma
vez que essa proteina € expressa nas fases iniciais do processo de neurogénese. Nos
ensaios de imunofluorescéncia usando o anticorpo B-tubulina Il (anticorpo primario) e o
anticorpo 1gG (H+L)/IgM (L) (anticorpo secundario), foi observada a marcagéo positiva
apenas para as ceélulas que foram incubadas com meio de diferenciagdo neuronal.
Também foi possivel visualizar a mesma intensidade de marcagao para B-tubulina Ill
quando comparados os grupos nada e shRNAcontrole, ambos em placas tratadas.
Entretanto, qualitativamente, notou-se uma marcacdo um pouco mais intensa quando
comparados os grupos shRNAcontrole ou nada com as marcagbes observadas nos
grupos onde as células tinham a expressao de CD90 diminuida (Figuras 12 e 13). Nao
foram observadas diferenca na intensidade de marcagao quando comparados 0s grupos
shRNACD90 com CD90-.
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Figura 12. Células GLIO2 apds de 21 dias de indugao da diferenciagao neuronal em placas tratadas
com Poli-L-Ornitina/Laminina, (Fila A: Células com meio DMEM, Fila B: Células Nada, Fila C: Células
shRNAcontrole, Fila D: Células shRNACD90 e Fila E: Células CD90-). Foi usado a técnica de
imunofluorescéncia usando o anticorpo anti beta-Tubulina Ill apés o tratamento com meio indutor

indicando a diferenciagdo neuronal e DAPI os nucleos das células presentes.

PHASE Anticorpo anti beta-Tubulina IlI DAPI




Figura 13. Células GLIO2 apds de 21 dias de indugao da diferenciagao neuronal em placas tratadas
com GELTREX, (Fila A: Células com meio DMEM, Fila B: Células Nada, Fila C: Células
shRNAcontrole, Fila D: Células shRNACD90 e Fila E: Células CD90-). Foi usado a técnica de

imunofluorescéncia usando o anticorpo anti beta-Tubulina Ill apés o tratamento com meio indutor

indicando a diferenciagdo neuronal e DAPI os nucleos das células presentes.

6. DISCUSSAO

A busca por marcadores tumorais tem sido alavancada nos ultimos anos como
uma das possiveis ferramentas que pode auxiliar no diagnostico, tratamento e até mesmo
prognostico de varias doengas oncoldgicas, contudo, o reconhecimento das CTC e suas
respectivas associagdes com a progressao do cancer ainda € um desafio na biologia de

inumeros tipos de tumores.
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E claro que a definicdo molecular dos diferentes tipos de GBM que se podem
apresentar e importante e n&o pode ser s6 uma classificagéo histolégica/morfologica pois
deve se considerar que o microambiente tumoral apresenta grande heterogeneidade, tem
limitacbes da representatividade, por exemplo qual parte podemos ter coletado para os
analises, porque isso pode aparecer de forma diferente dependendo da regido do tumor
coletada para ser diagnosticada, por isso, e importante conhecer que interagdes das
proteina que pode estar relacionadas no microambiente tumoral e poder classificar estes
tumores tendo informacgdes moleculares importantes que pode nos auxiliar, ainda mais
no que se diz respeito aos métodos de detecdo e orientagdo a uma terapia mais
direcionada (individualizada para cada paciente)*.

Sabe-se que a formagdo das oncoesferas € um grande passo no processo da
tumorigénese e, portanto, estudos nessa area visam avaliar a formacdo dessas
estruturas para conseguir ponderar o crescimento e desenvolvimento tumoral. Neste
sentido, nos estudos de GBM, tem-se destacado a importancia de certos marcadores
para a formagdo das CTC, bem como surgimento das oncosferas. Este trabalho
trouxemos o enfoque na avaliagéo da glicoproteina CD90 associada a produgao de novas
células do glioblastoma, e mostrou que populagdes celulares do tumor que expressam
menos CD90, tem sua capacidade reduzida na formagédo de oncoesferas, ou seja,
predizendo a expressao deste marcador como importante no progndstico.

Nossos dados mostraram a formacdo de oncosferas nas subpopulacdes
avaliadas, porém, também notamos que a forma tridimensional dessas estruturas nao foi
mantida por mais de 7 dias, pelo que concorda com estudos®? onde destacaram que a
estrutura tridimensional das oncosferas n&o e mantida a mais de 7 dias principalmente
no grupo de linhagem shRNAcontrole.

Ressalta-se que a manutencdo das oncosferas pode estar ligada a varios
mecanismos genéticos e epigenéticos pouco esclarecidos e que pesquisas nessa
abordagem precisam ser potencializados para CTC. Também é importante mencionar
que as ceélulas dessa pesquisa passaram por um periodo de congelamento extraordinario
em virtude da pandemia de Covid-19 sendo que naturalmente podem ser congeladas

quando alcangarem o 80% de confluéncia’* , nosso caso tivemos que congelar em
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confluéncias menores a 80% e o crioprotetor celular (DMSO) poderia ter causado mais
danos nas células ou eu elas morreram mais do esperado.

Um grande achado do nosso trabalho indicou que as subpopula¢gées shRNACD90
e CD90- mostraram oncosferas menores em tamanho, quantidade e menos consistentes,
principalmente, no grupo celular CD90-, quando comparadas com 0s grupos controles.
Esses dados estdo de acordo com outro estudo que mostrou em células de linhagem
primaria para GBM com Nocaute também usando a transdugao lentiviral e as células
ativadas magneticamente para CD90 obteve resultados similares, sendo enfatizado que
a expressao de CD90 gera a capacidade de formar esferoides fazendo parte da migragéo,
invasao, e adeséao, dos tumores de GBM'%.

Como observado nos resultados as oncoesferas das linhagens shRNACD90 e
CD90- apresentaram uma menor densidade populacional, o que pode estar ligado a
capacidade reduzida de adeséao entre as células que tiveram ablacdo da molécula CD90.
He-Ming Zhou''® descreveu a relevancia da CD90 no processo de aderéncia celular,
relatando que as CTC utilizam de varios mecanismos envolvendo as especializagcbes
celulares, como as jungbes de adesdo, para promover o crescimento do esferoide
tumoral.

Entre os grupos controles (shRNAcontrole e Nada) foi observado que a formagao
das oncoesferas foi proeminente, entretanto, maiores e mais consistes na linhagem nada.
E possivel inferir, que o grupo shRNAcontrole, apesar de usar para a transfecgdo um
RNA de interferéncia aleatoria para o dominio génico CD90, ainda assim passou por uma
etapa de estresse que pode ter sido causado pelas proprias particulas lentivirais e suas
associagdes moleculares e ndo moleculares com a célula transduzida. Assim, a linhagem
Nada, representa aquela que nao passou por qualquer situagao indutora de estresse,
ficou 10 dias a menos em cultivo celular e, por isso, pode ter expressado um nivel de
CD90 superior as shRNAcontrole.

Na avaliagao da capacidade de diferenciagdo usando além dos grupos ja avaliados
anteriormente, também as células mesenquimais, observamos que houve uma evidente
reducdo de adipogénese e osteogénese nas linhagens shRNACD90 e CD90- em relagéo
aos demais grupos, sendo que nos grupos controle observamos uma taxa de

diferenciagao tanto para adipécitos quanto para ostedcitos.
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Nossos dados foram similares aos achados de Clavreule e equipe''® em relagéo a
diferenciagao osteogénica. Nesse estudo, feito também com células de cultura primaria
isolada de GBM e grupo controle de células MSC, foi identificado nas amostras a
diferenciagdo em células de osteogenicas, através dos achados de depositos de calcio,
contudo, de forma contraditéria aos nossos dados eles ndo tiveram diferenciacao
adipogénica.

Anteriormente, nossa equipe descobriu que a ablagdo de CD90 em MSC humanas
aumentou a eficiéncia da diferenciagdo em células adipogénicas e osteogénicas''?. Mas
o presente estudo identificou exatamente o contrario em relagdo as células CTC de GBM,
possivelmente, porque, apesar dessas células terem a capacidade de se diferenciar em
adipdcitos e ostedcitos bem como as MSC, utilizam mecanismos de vias de sinalizagédo
para essas diferencia¢des ainda pouco esclarecidos. Esse achado pode ser apoiado por
uma pesquisa que sugeriu uma possibilidade de fusdo de CTC a outros tipos de células
do microambiente tumoral®®, mas esse processo ainda é confuso e incerto.

Em relagdo a capacidade de diferenciagdo em células neuronais, foi avaliado que
os grupos shRNACD90 e CD90- apresentam células com caracteristicas neuronais,
observamos que nas células de glioblastoma sem diferenciar s&o células pleomdrficas,
arredondadas, apresenta nucleos visiveis e contornos irregulares, correlacionando ao
estudo de Osorio Lopez e colegas que recentemente identificaram a capacidade das
células de glioblastoma de se infiltrar amplamente no parénquima cerebral sem esforgo,
havendo maior concentragéo de células neoplasicas no centro do tumor*® | relacionada
a sua caracteristicas morfologica.

Existem varias vias pelas quais a glicoproteina CD90 esta sendo regulada, recentes
estudos encontraram que por meio da ativagéo da via PKC-0 / Syk / NF-kB a CD90 tem
sido regulada causando a inibicdo da migracdo em células endoteliais por meio da
regulagdo positiva da expressdo de Thy-1'"", portanto segue em conhecimento das vias
que podem ajudar as conexdes no microambiente tumoral.

Este estudo esclareceu que a Glicoproteina CD90 pode ajudar a criar CTC
progenitoras e aumentar a angiogénese, se comunicando com outras células do

microambiente tumoral, sendo comparado ao estudo no qual células mesenquimais no
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GBM induziram a juncédo celular por meio de mecanismos intrinsecos celulares e fatores
do microambiente tumoral, ajudando a agressividade do GBM''8.

Os microtubulos neuronais sdo atores-chave na diferenciagcdo, divisdo celular,
migragdo e sinalizagdo''®, em nosso estudo também foi identificado com a coloragdo do
anticorpo BetaTubulina Ill, para a diferenciacdo neuronal, a formacao de microtubulos
nas células com redugdo da CD90, se desdiferenciado para células progenitoras, na
figura 13 foi observado que as células do grupo shRNA CD90 e GLIOCD90 - com
coloracédo verde intensa foi mais pronunciada em comparagédo as células do grupo
ShRNAControle e Nada.

A morfologia observada na microscopia de fase amostrou que algumas células
adotaram a aparéncia de neurbnios com prolongamentos muito alongados, com
prolongamentos que até se comunicam com outras células. A partir da diminuigdo na
expressao de CD90, que resultou em uma capacidade de diferenciacdo neuronal
levemente maior e, consequentemente, mudanga na sua morfologia celular, por tanto se
entende que a glicoproteina ajuda as jun¢des celulares fazendo que o GBM seja mais
agressivo.

As células tronco de cancer se encontram situadas em sua maioria de reserva no
hipocampo cerebral e depende dos estimulos externos e internos para serem marcadas
biologicamente, aquelas células podem ter divisbes assimétricas e simétricas como
também ser células de um s6 uso e podem voltar a estado inativo ao de célula tronco e
permanecer em estados quiescentes ou em GO, e que em caso de mutacdes, delecdes,
o alguma outra alteragdo genética molecular essas mesmas células podem ser
novamente ser ativadas para ajudar a que o cancer seja mais estavel dentro da sua
microambiente tumoral 3.

Como ja demostrado neste estudo e em outros, é possivel concluir que o CD90 deve
afetar a progresséo do cancer cerebral, e que futuramente se poderia pensar em um novo
marcador molecular acrescido na classificagdo dos gliomas que o reduza e atue na sua
expressao ou em vias em que ele participe nas células tronco tumorais do GBM, sabendo
gue a nova classificacdo dos canceres cerebrais incluem os aspectos moleculares e
ainda mais sabendo que possivelmente poderia ser um biomarcador muito certeiro para

identificar glioblastoma multiforme e poder assim dar um prognostico para o paciente.
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7. CONCLUSAO

Os resultados dos ensaios de formagao de oncosferas sugerem que a ablagao de
CD90 afeta negativamente a capacidade das célula-tronco de glioblastoma de gerar
tumor, portanto essa molécula parece ser importante para o crescimento da massa
tumoral de glioblastoma.

A ablagdo de CD90 resultou na reducdo nos potenciais de diferenciacdo
adipogénica e osteogénica das céluas originadas de glioblastoma. Ainda, nos ensaios de
inducéo de diferenciagao neuronal, a reducédo na expressao de CD90, parece facilitar a
diferenciagao neuronal. Portanto, € possivel afirmar que a glicoproteina e um marcador
muito eficiente para ser aqueles dificeis diagnosticos dos pacientes que sofrem de GBM.

A Glicoproteina CD90 promete ser um biomarcador certeiro, ja que
molecularmente afeta muitas vias envolvidas nos processos da biogénese do GBM junto
com as mutagdes do IDH, MGMT, LOH, etc., como também nas diferenciagbes aqui
analisadas e a ser achado superexpresso e participando na tumorgénesis, portanto

deveria ser incluido em novas classificacdes dos canceres cerebrais.
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