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RESUMO

Objetivo: Estabelecer o método de isolamento e cultivo das
neuroesferas de glioblastoma humano, bem como purificacédo de
suas células-tronco, seguido do processo de obtengao de subesferas
tumorais, caracterizando imunofenotipicamente esse conjunto
clonogénico. Métedos: Por meio do processamento de amostras de
glioblastomas (n=3), cumpriu-se a seguinte estratégia de acao: (i)
estabelecimento da cultura priméria de glioblastoma; (ii) isolamento
e cultura de neuroesferas tumorais; (iii) purificagao das células que
iniciam os tumores (CD133*) por sistema de separagdo magnética
(MACS); (iv) obtengéo subesferas tumorais; (v) estudo da expressao
de marcadores GFAP, CD133 e nestina. Resultados: Este estudo
descreveu com sucesso o processo de isolamento e cultivo de
subesferas de glioblastoma, as quais sdo constituidas por um conjunto
clonogénico de células caracterizadas imunofenotipicamente como
neurais, capazes de iniciar a formagao tumoral. Conclusao: Estes
achados poderao contribuir para a compreensao do processo de
gliomagénese.

Descritores: Glioblastoma; Cultura celular; Células-tronco neoplasicas;
Antigenos

ABSTRACT

Objective: To establish the method of isolation and culture of
human glioblastoma neurospheres, and the purification of their
stem cells, followed by the process of obtaining tumor subspheres,
immunophenotypically characterizing this clonogenic set. Methods:

Through the processing of glioblastoma samples (n=3), the following
strategy of action was adopted: (i) establish primary culture of
glioblastoma; (ii) isolation and culture of tumor neurospheres; (iii)
purify cells that initiate tumors (CD133*) by magnetic separation
system (MACS); (iv) obtain tumor subspheres; (v) study the
expression of the markers nestin, CD133, and GFAP. Results: The
study successfully described the process of isolation and culture of
glioblastoma subspheres, which consist of a number of clonogenic
cells immunophenotypically characterized as neural, which are
able to initiate tumor formation. Conclusion: These findings may
contribute to a better understanding of the process of gliomagenesis.
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INTRODUGAO

De acordo com a Organizacao Mundial da Saude
(OMS)W, os tumores do Sistema Nervoso Central (SNC)
sao classificados em sete grandes grupos que incluem os
tumores primarios (neuroepiteliais, meninges, nervos
cranianos e paraespinhais, germinativos, regiao selar e
hematopoiéticos) e os tumores secundarios ou metas-
taticos.

Gliomas sao tumores que se originam das células
da glia e incluem os astrocitomas, oligodendrogliomas,
oligoastrocitomas (também chamados de gliomas mis-
tos) e ependimomas. Os gliomas fazem parte do grupo
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dos tumores neuroepiteliais e correspondem a 31% dos
tumores primdrios ¢ a 80% dos tumores malignos do
SNC. O grupo dos astrocitomas corresponde a 76% de
todos os gliomas, e o glioblastoma representa 53,7%
dos casos®?. O glioblastoma é o mais frequente e malig-
no dos astrocitomas e, apesar de inimeros avangos no
diagnostico e tratamento desses tumores, seu prognos-
tico permanece ainda bastante limitado®*.

Descreve-se ainda que o glioma € a neoplasia mais
comum do SNC humano®, sendo de dificil abordagem
terapéutica, devido a alguns fatores: (i) apresentar ca-
rater infiltrativo; (ii) possuir massa tumoral composta
por células com caracteristicas morfofuncionais diver-
sas que expressam uma variedade de marcadores neu-
rais; (iii) ser altamente resistente a processos radio e
quimioterapicos®. Essas caracteristicas podem prova-
velmente se justificar pela competéncia das células
tumorais aos moldes de células-tronco, sendo respon-
saveis pela alta taxa de recorréncia da doenca ou pela
resisténcia primdria ao tratamento. Dessa forma, ¢ de
extrema relevancia a procura por novas abordagens
pertinentes a génese, a progressao e a0 comportamento
clinico dos tumores cerebrais.

Entre as teorias que procuram determinar a géne-
se molecular dos tumores do SNC, uma das que vem
ganhando adeptos nos ultimos anos é a hipdtese das
células-tronco tumorais®”. Estudos recentes tém de-
monstrado que o surgimento e a progressao de alguns
tumores malignos podem ser determinados por uma
subpopulacdo de células tumorigénicas com grande ca-
pacidade de autorrenovacao, denominadas células-tron-
co tumorais®®.

A primeira perspectiva de identificagao e caracteri-
zagao das células-tronco tumorais de diferentes fendti-
pos foi relatada em neoplasias cerebrais humanas com
expressao aumentada do antigeno CD133©),

Anticorpos monoclonais anti-CD133 foram utiliza-
dos previamente para identificar célula-tronco neural
humana normal®. A célula-tronco tumoral cerebral foi
isolada exclusivamente por meio da expressao desse
antigeno (CD133). Trés indicios sugeriram que essas
células CD133* fossem as células-tronco tumorais cere-
brais: (1) geraram conjuntos clonogénicos de células
(neuroesferas); (2) submeteram-se ao processo de autor-
renovacdo e proliferacao; e (3) diferenciaram-se e vol-
tando a expressar o fendtipo do tumor que lhe deu ori-
gem quando implantadas em animais imunodeficientes.

Estudo conduzido por Uchida et al.'” descreve que
células CD133* purificadas geraram neuroesferas em
cultura, bem como se diferenciaram em células gliais e
neuronios em condicdes de diferenciacao celular. Outros
grupos também confirmaram que, em contraste com as
células CD133-, as células CD133* foram capazes de in-
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duzir tumores cerebrais em modelos in vivo™1?, Assim,
esses estudos sugerem fortemente que a subpopulagao
de células que iniciam os tumores cerebrais estariam
contidas em uma pequena fracao de células CD133*.

OBJETIVO

O presente estudo visou estabelecer o método de iso-
lamento e cultivo das neuroesferas de glioblastoma
humano, bem como purificacio de suas células-tronco,
seguido do processo de obtengao de subesferas tumo-
rais, caracterizando imunofenotipicamente esse conjun-
to clonogénico.

Estes objetivos cumpriram a seguinte estratégia de
acdo: (i) estabelecimento da cultura primaria de glio-
blastoma; (ii) isolamento e cultura de neuroesferas tu-
morais; (iii) purificacdo das células que iniciam os tu-
mores por selecao com microbeads magnéticas CD133;
(iv) citometria de fluxo das células tumorais CD133*;
(v) obtengao de subesferas tumorais; (vi) estudo da ex-
pressao de marcadores GFAP (proteina glial fibrilar
acida e filamento intermediario especifico para astréci-
tos no SN), CD133 (glicoproteina de membrana celular
altamente expresso em células-tronco glias e neuronais)
e nestina (classe proteica de filamento intermediario
encontrada na fase desenvolvimento embrionario em
cérebro humano).

METODOS

Este estudo contou com o processamento de amostras
de glioblastoma (n=3) obtidas em processos cirirgicos
do Centro de Neuro-Oncologia do Hospital Israelita
Albert Einstein (HIAE). As amostras foram doadas
mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido pelos pacientes (CEP 687).

O diagnéstico desse tumor € realizado consideran-
do-se os achados em imagens de ressonancia magné-
tica previamente discutidos pelo Programa Integrado
de Neuro-Oncologia e pelo Laboratério de Anatomia
Patoldgica do HIAE.

Para controle do estudo, foram realizadas reacoes
de imunohistoquimica para GFAP, biomarcador utiliza-
do no diagnéstico de glioblastoma?.

Dessa forma, o presente estudo cumpriu a estraté-
gia de acao descrita a seguir.

Estabelecimento da cultura primaria das amostras de
glioblastoma

As amostras tumorais de glioblastoma frescas foram la-
vadas, fracionadas em PBS (1X) e submetidas a dissocia-
cao enzimatica utilizando colagenase 0,3%. As células



foram ressuspendidas em meio de cultura DMEM-LG:
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - low glucose a
10% Fetal Bovine Serum e 1% Antibiotic-Antimycotic
(100X) e L-Glutamine 200mm (100x) e plaqueadas em
uma densidade de 5x10° células vivas por 25cm?, que
foram mantidas em estufa (Thermo Fisher Scientific
Inc. 3110, Waltham, MA) provida de 5% de CO,a 37°C
por, no minimo, 24 horas. Ap0Os aquisi¢ao de confluén-
cia de 80%), as células de glioblastoma foram analisadas
por ensaios de imunocitoquimica utilizando o anticorpo
CD133 (1:100 Abcam, Cambridge, MA), conforme a in-
dicacdo do fabricante (DAKO, Biogen).

Cultura de neuroesferas tumorais

As células obtidas da cultura priméaria dos tumores fo-
ram ressuspendidas em meio de cultura, definido como
meio para cultivo de célula-tronco tumoral cerebral
(CTTC), composto por Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium/F12 (Gibco®), suplemento com N2 (Gibco®),
EGF (20ng/mL; Invitrogen), bFGF (20ng/mL; Gibco®),
fator inibidor de leucemia (LIF; Chemicon) e B27
(1:50; Life Technologies Corporation) e plaqueados
numa densidade de 2x10* células vidveis em placas de
24 wells. As células foram mantidas em estufa (Thermo
Fisher Scientific Inc. 3110, Waltham, MA) provida de
5% de CO,a 37°C, sendo o meio de cultivo trocado a
cada 3 dias®.

Purificacao das células que iniciam os tumores por
meio do processo de separacao magnética pelo mar-
cador antigénico CD133

As colonias de neuroesferas tumorais foram dissociadas
utilizando o reagente StemPro® Accutase® (Invitrogen).
Para a marcacio magnética foi utilizado microbeads
magéticas CD133 (MACS®, Miltenyi Biotech). As célu-
las foram marcadas com CD133/2-PE (Miltenyi Biotech
clone AC133), sendo que a eficiéncia da separagao das
fracoes celulares positivas foi avaliada pelo citome-
tro de fluxo FACSARIA (BD Biosciences, San Jose,
CA) e analisadas utilizando FACSDIVA software (BD
Biosciences, San Jose, CA). Este ensaio permitiu a
separacao das fracoes celulares CD133+ e CD133(19),
sendo que da fragao CD133* foi analisada por micros-
copia eletronica de transmissdo, cumprindo protocolo
de rotina™.

Formacao de subesferas tumorais

As células CD133* e CD133- isoladas pelo processo
de separagdo magnética foram suspensas em meio de
cultura denominado “meio de células-tronco tumoral
cerebral” e plaqueadas numa densidade de 2x10* célu-
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las vivas em placas de 96 wells. Esse método permitiu a
formacgao de subesferas tumorais que constituem sub-
populacoes purificadas somente de células CD133*.

Caracterizagao imunofenotipica das subesferas tumorais
Para a caracterizagdo imunofenotipica das subesferas
tumorais, foi utilizado citometria digital multiparame-
tro (FACSARIA; Becton Dickinso, San Jose, CA) e
os experimentos foram realizados utilizando anticor-
pos monoclonais disponiveis comercialmente: GFAP
(clone:51-10C9; BD Pharmingen, San Diego, CA), nestina
(clone:AD2; BD Pharmingen, San Diego, CA) e
CD133 APC (clone:/2 293-C3; Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Alemanha), anticorpo secundario de ovelha
anticamundongo PE (Chemicon; Temecula, CA) e iso-
tipos especificos para cada monoclonal. As técnicas de
coloracao, aquisi¢ao e analise foram realizadas de acor-
do com as indicagoes do fabricante.

RESULTADOS

As analises morfo-histoldgicas apontaram a presenca de
tecido cerebral tumoral altamente infiltrativo, observan-
do-se aumento gradual da celularidade (Figura 1A). As
células neoplasicas apresentaram-se predominantemen-
te fusiformes e derivadas de astrdcitos maduros (Figura
1A). As células endoteliais dos capilares mostraram-se
numerosas e tumefeitas (Figura 1A), efeito relacionado a
alta proliferagio vascular. A presenca da GFAP define o
tumor como de linhagem glial (Figura 1B). As andlises de
imunohistoquimica (Figura 1B) apresentaram forte posi-
tividade para GFAP, sendo que as células mostraram-se
neoplasicas, de aspecto imaturo, alongadas e fusiformes.

Amostras de tecido de glioblastoma foram utiliza-
das para o estabelecimento da cultura primaria desses
tumores, na qual a mesma se mostrou homogénea com
células fusiformes e dispostas em feixes multidireciona-
dos (Figura 1D). Ensaios imunocitoquimicos revelaram
a expressao do marcador antigénico CD133 nas neu-
roesferas tumorais da cultura primaria de glioblastoma
(Figuras 1E e F).

As células obtidas a partir da cultura primaria des-
ses tumores foram ressuspendidas em meio de cultivo
CTTC, no qual se constituiu os processos de isolamen-
to e cultura de neuroesferas derivadas de glioblastoma
(Figuras 1G e H).

Na sequéncia do estudo, realizou-se a caracterizagio
imunofenotipica por ensaios de citometria de fluxo, ava-
liando a eficiéncia da separacdo magnética das fracoes
celulares positivas para o marcador antigénico CD133
em amostras de neuroesferas tumorais (89% de células
CD133"), padronizando o processo de sorting para célu-
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Figura 1. Testes histoldgicos e imunohistoquimicos em amostras de glioblastoma
obtidas em cortes histotécnicos de parafina. (A) Hematoxilina e Eosina (H/E).

(B) GFAP. (C) Controle negativo PH+ (GFAP). (A, B e C) Aumento: 200X. (D)
Cultura primaria de glioblastoma. (E e F) Ensaio de imunocitoquimica para CD133
em cultura primaria (seta: expressao do marcador antigénico CD133). (G e H)
Isolamento e cultura de neuroesferas tumorais de glioblastoma. (D, E, G e H)
Aumento: 400X. (F) Aumento: 600X

las CD133* (Figura 2A). Somente essas células CD133*
foram capazes de gerar, em cultura, as subesferas tu-
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Figura 2. (A) Caracterizagdo imunofenotipica por ensaios

Figura 3. Cultura de subesferas tumorais de glioblastoma obtidas apés o
processo de selecdo das células CD133* por MACS. (A e B) Aumento: 200X.

(C e F) Aumento: 400X. (D) Aumento: 600X. (E) Andlise de microscopia
eletronica de transmissao das subesferas tumorais; seta: pontos eletrondensos
evidenciando as microbeads magnéticas conjugadas ao anti-CD133; barra: 1um.
(F) Controle negativo para o processo de formacgao de subesferas tumorais
obtido a partir das células CD133

morais de glioblastoma (Figura 2B, Figuras 3A a 3E), o
que ndo ocorreu em comparacao as fragoes de células
CD133 (Figura 3F).

As subesferas derivadas de glioblastoma foram des-
critas como agregados celulares ou conjunto clonogéni-
co de células (Figura 3), as quais foram caracterizadas
imunofenotipicamente evidenciando o padrao de ex-
pressao dos marcadores GFAP (87%) e nestina (39%)
(Figura 4).
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separacdo magnética das fracdes celulares positivas para

o marcador antigénico CD133 em amostras de neuroesferas tumorais (89% de células CD133). (B) Cultura de subesferas tumorais de glioblastoma obtidas apés o
processo de selegdo das células CD133+, comparadamente com a auséncia de subesferas obtidas a partir das fragdes CD133" (controle negativo). (B) Aumento: 400X
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Figura 4. Caracterizagao imunofenotipica por ensaios de citometria de fluxo evidenciando o padréo de expresséo dos marcadores GFAP e nestina em amostras de

subesferas tumorais de glioblastoma

A figura 3E, evidenciada por anélises ultraestrutu-
rais de microscopia eletronica de transmissao, descreveu
a presenca de grumos eletrondensos sobre as subesfera
tumorais de glioblastoma, apontando as beads magnéti-
cas conjugadas a anticorpos anti-CD133.

DISCUSSAOQ

Apesar dos recentes avangos no tratamento do cincer
cerebral humano, os mecanismos celulares e moleculares
pelos quais os gliomas se iniciam e se estabelecem ainda
nao foram elucidados. Estudos recentes tém demonstra-
do que o surgimento e a progressao dos tumores cere-
brais malignos podem ser determinados por uma subpo-
pulacao de células tumorigénicas com grande capacidade
de autorrenovacao denominadas células-tronco®17),

A hipétese da célula-tronco tumoral descreve que
os tumores cerebrais, apesar de uma massa heterogé-
nea de células, sao compostos por uma populacao celu-
lar rara (CD133%), a qual é capaz de iniciar a formacao
de um novo tumor ou de metastase, sendo sua natureza
definida pela formacao de neuroesferas®.

O processo de investigacao das células-tronco tumo-
rais cerebrais permanece inconclusivo, sendo que sua
funcdo ainda ndo pode ser objetivamente estabelecida.
Para compreender plenamente a biologia das células-
-tronco tumorais cerebrais, ¢ altamente desejivel esta-
belecer linhas de pesquisa permanentes no processo de
isolamento, cultivo e purificacao das suas células-tronco.

Dessa forma, o presente estudo objetivou estabele-
cer o método de isolamento e cultivo de células-tronco
de tumores, devidamente classificados como glioblas-
toma. O processo de cultura primdria desses tumores,
descrito de forma homogénea com células fusiformes
dispostas em feixes multidirecionados, fundamentou
inicialmente o estudo. Ensaios imunocitoquimicos, rea-
lizados nessas culturas primarias de glioblastoma, reve-
laram a expressao do marcador antigénico CD133 em
agregados celulares iniciais a constituicao de possiveis
neuroesferas, ressaltando que o processo de isolamen-
to e cultura de neuroesferas tumorais de glioblastoma
ocorreu somente apods a utilizacdo de meio de cultivo
devidamente suplementado (meio CTTC).

O processo de purificacio das células que iniciam os
tumores, realizado pelo método de selecao magnética por
MACS, atribuiu as células CD133* a capacidade de gerar,
em cultura, as subesferas tumorais de glioblastoma.

Essas subesferas tumorais de glioblastoma foram
descritas como agregados celulares ou conjunto clono-
génico de células caracterizadas imunofenotipicamente
pela expressao de marcadores como GFAP, evidencian-
do a origem glial das células tumorais, bem como nesti-
na, filamento intermediario préprio de células imaturas,
estando presente em niveis elevados em células-tronco
comprometidas com linhagens de células do SNC®.

Essas subesferas tumorais também expressaram,
obviamente, o marcador antigénico CD133, presente
em célula-tronco tumoral neural, na qual foi revelada,
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pela descricao ultraestrutural, a presenca de beads mag-
néticas conjugadas as anticorpos anti-CD133 sobre as
subesfera tumorais de glioblastoma.

Este estudo pode evidenciar, com seus resultados
iniciais, que realmente o processo de isolamento e cul-
tivo das subesferas de glioblastoma conferiu caracteris-
ticas imunofenotipicas de células-tronco tumorais neu-
rais as células que as constituem.

Os resultados descritos neste trabalho estao funda-
mentados em achados recentes da literatura, os quais
caracterizaram o perfil imunofenotipico das células-
-tronco de glioblastoma, descrevendo um conjunto de
marcadores celulares (CD133, nestina e GFAP) com pro-
priedades tumorigénicas®!1%.

Estudos paralelos definem outro conjunto de mar-
cadores antigénicos nesse processo de caracterizagao
das células-tronco tumorais cerebrais, tais como CXCR4,
Sox2, Musachi-1 ¢ Nanog®.

O presente trabalho utilizou o marcador CD133
como preditor molecular na fundamentagao do pro-
cesso de selecao de células-tronco. Essa conduta segue
padroes prévios da literatura, na qual se identificou
uma assinatura molecular, para as células CD133* de
glioblastoma, semelhante as celulas-tronco embriona-
rias humanas®V. Esses autores, além de determinarem
que essas células CD133* seriam as células-tronco de
glioblastoma, identificaram um subtipo mais agressivo
da doenca®V, visto que essas células sdo altamente re-
sistentes a processos radio e quimioterapicos®.

Outros estudos também sugeriram que a expressao
do marcador CD133* poderia ser indicador molecular
de disseminacdo de glioblastoma'%??, justificando seu
valor prognéstico®) e a recente procura por drogas que
atuem contra essa subpopulagiao de células (CD133%),
afim de inibir ou retardar a proliferacao de gliomas al-
tamente invasivos®¥.

CONCLUSAO

O presente trabalho propds um processo de isolamen-
to, cultivo e caracterizacdo das c€lulas-tronco de glio-
blastoma, que pode contribuir para o estudo da génese
dos tumores cerebrais, identificando a célula responsa-
vel pela origem e disseminacao tumoral e, consequen-
temente, elucidando novos paradigmas terapéuticos da
neuro-oncologia.
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