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RESUMO

SILVA, Aline Oliveira da. Regulagdo da diferencia¢éo angiogénica endotelial por matrizes
de gliomas humanos. 2016. 150f. Tese (Doutorado em Biociéncias) — Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

A matriz extracelular (MEC) é essencial na angiogénese e responsavel por induzir vias
de sinalizacdo essenciais para a migracdo, invasdo, proliferacdo e sobrevivéncia das células
endoteliais. A tenascina-C (TN-C), uma proteina matricelular-icone, esta envolvida na
proliferacdo e angiogénese tumoral. A MEC de astrocitomas de alto grau (Il e 1V) possui
elevada quantidade de TN-C, que interfere com a glicoproteina adesiva fibronectina (FN),
desestabilizando as adesdes focais e induzindo a proliferacdo celular em gliomas. Estudos
prévios pelo nosso grupo mostraram que células de astrocitoma humano produzem uma
matriz rica em TN-C, que induz importantes defeitos na tubulogénese endotelial em parte das
celulas endoteliais incubadas com essa matriz, enquanto outra sub-populagdo sofre anoikis
(apoptose induzida por desaderéncia). Na Parte I, confirmamos indicacGes prévias de que o
aumento de expressdo de TN-C em astrdcitos humanos é parte crucial da transformacao
tumoral, uma vez que astrocitos normais sintetizam uma matriz rica em FN que nao induz
defeitos na tubulogénese. Observamos também que células endoteliais que aderem a MEC
tumoral expressam maior quantidade de integrina a9B1 e possuem uma cinética de ativagao
de FAK e ERK alterada, sugerindo a ativacdo de integrinas diferentes daquelas ativadas pela
matriz autdloga. A MEC de astrocitoma induz a diminuicdo da expressdo de FGFR1 e
sindecan-4, diminuindo consequentemente a ativacdo da via de PKCo, necessaria para a
formacdo adequada de estruturas tubulares. As células endoteliais deficientes na formacéo de
estruturas tubulares também apresentaram um aumento na ativagdo de PKC3. Verificamos
ainda que a matriz de astrocitoma aumenta a expressao de VEGFR2, bem como a migracdo de
células endoteliais em resposta ao VEGF-A. Porém, este fator de crescimento angiogénico
potencializa o defeito tubulogénico. Levantamos entdo a hipo6tese de que a matriz rica em TN-
C atue na selecdo de um fenotipo endotelial compativel com as células lideres (tip cells): as
células lideres, altamente migratorias, guiam a formacdo dos novos ramos em direcdo a pistas
angiogeénicas, enquanto células da haste (stalk cells) sdo importantes para o0 amadurecimento
da parede vascular e para a formacdo de limen. A analise transcriptbmica de células
endoteliais condicionadas pela matriz de astrocitoma mostrou a inducdo de diversos genes-
chave para o fendtipo lider, como AQP1, DLL4, EFNB2, MMP14 e PLXD1. Na Parte I,
investigamos se células endoteliais cuja anoikis foi induzida pela matriz rica em TN-C
também desempenham um papel na tubulogénese. Observamos que meios condicionados
contendo células apoptoticas estimulavam  significativamente a tubulogénese. A
caracterizacdo dos meios condicionados mostrou que células endoteliais incubadas com a
MEC tumoral liberam aproximadamente 3 vezes mais vesiculas extracelulares (VEs) do que
as células endoteliais incubadas com a MEC autdloga. A presenca dessas vesiculas contribuiu
tanto para a migracdo da célula endotelial como para 0 aumento da formacdo das estruturas
tubulares. Desta forma, sugerimos que a MEC rica em TN-C desempenhe um papel
fundamental na organizacdo da angioarquitetura dos vasos de astrocitomas, caracterizada pela
grande quantidade de vasos aberrantes, compondo uma rede vascular cadtica e sub-funcional.

Palavras-chave: Célula endotelial. Gliomas. Angiogénese. Matriz extracelular. Vesiculas

extracelulares.



ABSTRACT

SILVA, Aline Oliveira da. Regulation of endothelial angiogenic differentiation by matrices
of human gliomas. 2016. 150f. Tese (Doutorado em Biociéncias) — Instituto de Biologia
Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016

The extracellular matrix (ECM) is an essential component of angiogenesis, responsible
for triggering crucial signaling pathways leading to endothelial cell migration, invasion,
proliferation and survival. Tenascin-C (TN-C) is an iconic matricellular protein involved in
the regulation of tumor cell migration and angiogenesis. ECM secreted by high grade (111 and
IV) astrocytomas contains elevated amounts TN-C, which interferes of the adhesive activity
of fibronectin, by destabilizing focal adhesions, thus stimulating glioma proliferation. We
have previously shown that TN-C rich matrices, produced by human astrocytoma cells,
selected a tubulogenesis-defective endothelial cell subpopulation, while inducing anoikis — a
particular type of cell death triggered by cell detachment - of another endothelial
subpopulation. In Part I, we confirmed that the increase of TN-C by human astrocytes is a
crucial part of tumoral transformation, since normal astrocytes, in contrast with astrocytoma
cells, synthesize a FN-rich ECM, which does not elicit tubulogenic defects in endothelial
cells. We also observed that cells able to adhere on U-373 MG astrocytoma matrix express
more a9Blintegrin, besides exhibiting altered kinetics for FAK and ERK activation, when
compared to endothelial cells incubated with their autologous immobilized ECM. We also
found that the incubation of endothelial cells with astrocytoma ECM led to a decrease of both
FGFR1 and syndecan-4 expression, which work as partners in the activation of PKCa
signaling. On the other hand, the activation of PKC5 in tubulogenesis-defective endothelial
cells was increased in the same condition, suggesting an antagonic role for both PKC
isoforms in endothelial tubulogenesis. These data were confirmed with the use of selective
and specific inhibitors and activators of PKC isoforms. Additionally, we found that the
astrocytoma matrix increases VEGFR2 expression and endothelial migration induced by
VEGF-A. Suprisingly, the tubulogenic defect was potentiated by VEGF-A. The last result led
us to hypothesize that the matrix secreted by astrocytoma cells promoted the enrichment of a
tip cell-like endothelial phenotype. Tip cells are highly migratory endothelial cells, expressing
high levels of VEGFR2 and specialized in guiding neo-vessels towards angiogenic cues.
However, an excess of tip cells over stalk cells in a nascent structure precludes branch
formation and stabilization. We performed a whole functional genome analysis (transcriptome
sequencing) and found that endothelial cells primed by their incubation with TN-C-rich ECM
expressed increased the expression of toolkit genes for tip cell phenotype, such as AQP1,
DLL4, EFNB2, MMP14 e PLXD1. In Part Il, we devoted attention to the endothelial cell
subpopulation that undergoes anoikis when incubated with the matrix secreted by U-373 MG
cells. Initially, we observed that the conditioned medium (CM) containing apoptotic cells
stimulated tubulogenesis of TDECs (for tubulogenesis-defective endothelial cells), in a
Matrigel assay. Further characterization of conditioned media showed a near three-fold
increase in extracellular vesicles (EVs) in the CM of cells incubated on astrocytoma ECM, as
compared with autologous ECM. EVs significantly contributed to tubulogenesis and
migration of TDECs. Overall, our work strongly suggests that TN-C rich matrices play a
fundamental role in the establishment of disfunctional vascular networks prevailing in high
grade astrocytomas.

Keywords: Endothelial cells. Gliomas. Angiogenesis. Extracelular matrix. Extracellular

vesicles.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 - Incidéncia de tumores cerebrais Malignos ..........ccccveeiiieiieie s 17

Figura 2 - Progressao e classificacdo de gliomas humano segundo a WHO............cc.cceeveeneen. 22
Figura 3 - Mecanismos de vascularizagdo em gliomas humanos............ccccceevveveiieieereseene. 29
Figura 4 - Estrutura dos monémeros da Fibronectina e da Tenascina-C...........c.ccccoveveveivennne 39
Figura 5 - Principais mecanismos que regulam a ades&o celular mediada por integrina.......... 41
Figura 6 - Integracédo de vias de sinalizagdo envolvidas na angiogénese...........ccocvvvrvrvernennen. 43

Figura 7 - Representacao esquematica das estruturas e da classificacdo das isoformas de

Figura 8 — Esquema proposto para ativacdo das diferentes isoformas de PKC...........c..c.......... 46

Figura 9 - llustracdo esquematica de mecanismos de selecdo de células tip pela modulacéo de

diferentes componentes da via de sinalizacdo do VEGF e Notch-DlIl4.................. 50
Figura 10 - Modulacdo da atividade da PKC a dependente de Sindecan-4. ..........cc.ccovvvennne. 52
Figura 11 - Representacdo esquematica dos subtipos de vesiculas extracelulares................... 53
Figura 12 - Mecanismos de transferéncia do contetido das vesiculas extracelulares................ 54

Figura 13 - Representacdo esquematica do painel de moléculas que podem ser transportadas

pelas vesiculas extracelulares e 0s efeitos biol0giCos..........cccooeieiiiiiieiiiiiiee, 56
Figura 14 - Figura ilustrativa de uma camara de Boyden modificada............c.cccccoevvevveinnnnnnne. 64
Tabela 1 - Sequéncias senso e anti-senso dos SIRNAS utilizados............cccccceveevieiieiecceceenne. 67
Figural5 - Microambiente angiogénico e os fendtipos da diferenciacdo endotelial................. 72

Figura 16 - Sintese de FN e TN-C por astrocitos humanos normais: comparagao com células
de astrocitoma U-373 MG e células endoteliais da veia umbilical humana........... 73

Figura 17 - Efeito das diferentes MECs nativas sobre a adesdo endotelial.................cccceenneen. 74

Figura 18 - Efeito da matriz extracelular de astrocitos humanos normais na tubulogénese
L0100 (=] T | USSR 75

Figura 19 - Andlise da cinética de ativacdo de FAK e ERK e da expressao da integrina o931
das células endoteliais incubadas sobre as diferentes matrizes imobilizadas......... 77



Figura 20 - Analise da expressdo de sindecan-4 € FGFRL ..ot i 79
Figura 21 - Papel da matriz extracelular na tubulogénese endotelial, em resposta ao FGF-2...80

Figura 22 - Analise da distribuigdo celular da PKCa em células endoteliais moduladas pela

Figura 23 - Modula¢ao da distribuigdo celular da PKCa pela matriz extracelular.................... 82

Figura 24 - Efeito de moduladores de PKC na diferenciacdo angiogénica in vitro das células
endoteliais pré-incubadas com diferentes MECS............ccccveviivniv e 83

Figura 25 - Andlise da expressdo de VEGFR2, em células endoteliais pré-incubadas com
MECS IMODIIZAAS. ........eoieeiecie e 84

Figura 26 - Papel da matriz extracelular na migracao endotelial em resposta ao VEGF-A......85

Figura 27 - Papel da matriz extracelular na tubulogénese endotelial em resposta ao VEGF-

Figura 28 — Cinética de aquisicdo do defeito tubulogénico, em células endoteliais pré-
incubadas com MEC tUMOTal..........cccoiiiiiiieiiseiee e 87

Tabela 2 - Genes relacionados ao fendtipo endotelial de células lideres induzidos pela matriz
de astroCitoma U-373 IMG.....cc.oouiiiiieiiiesie et 88

Figura 29 - Sinalizacdo "Inside -out™ promove ativacao da integrina e aumenta a afinidade ao
FEANTE. ... 118

Figura 30 - Funcéo da efrina-B2 em células endoteliais lideres............ccccooervivniiiineirnnennn, 120

Figura 31 - Modelo da funcéo de Sema3E—Plexina-D1 na modulagéo da via Notch/DI14 por
um mecanismo de feedback negativo induzido por VEGF............cccccoevveiieiinnne. 121



Akt ou PKB
BCA

BCRJ

BSA

CE

DAG
DMEM-F12
EDTA

EGF

ELISA

EPC

ERK

FAK
FGF
FGFR1
FN
GAG
GBM
H202
H2S04
HIFla
HRP
HUCCF
HUVEC

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Proteina quinase B (protein kinase B)

acido biciconinico

banco de células do Rio de Janeiro

albumina de soro bovino

célula endotelial

diacilglicerol

dulbecco’s modified eagle médium/F12

acido etileno-diamino-tetra-acético

fator de crescimento epidermal

“enzyme-linked immunosorbent assay”

célula endotelial progenitora

proteinas quinases reguladas por estimulos extracelulares (Extracellular
Signal-Regulated Kinase)

quinase de adesdo focal

fator de crescimento de fibroblastos (fibroblast growth factor)
Receptor -1 do fator de crescimento de fibroblastos
fibronectina

glicosaminoglicano

glioblastoma

perdéxido de hidrogénio

acido sulfarico

fator induzido por hipdxia-1

horseradish peroxidase

Hospital Universitario Clementino Fraga Filho

célula endotelial de veia umbilical humana



KCI Cloreto de potassio

kDa quilodalton

LN laminina

M Molar

M199 meio 199 para cultura de células endoteliais

mA miliampere

MAPK proteina-quinase ativada por mitdgeno (Mitogen-activated protein
kinase)

MAPKK MAP quinase quinase (MAP kinase kinase)

MAPKKK MAP quinase quinase quinase (MAP kinase kinase kinase)

MB membrana basal

MEC matriz extracelular

MMP metaloproteinase

nM nanomolar

NaCl Cloreto de sodio

ug micrograma

uL microlitro

uM micromolar

OPD O-Phenylenediamine dihydrochloride

PBS tampéo salina fosfato (NaCl 1,37 M, Na;HPO4, 5 mM, KCI 40 mM,
KH,PO, 1mM ph 6,5)

PBS-Ca* tampéo salina fosfato 0,001M CacCl,

PDGFR- Receptor beta do fator de frescimento derivado de plaquetas (Beta- type
platelet derived growth factor receptor)

PDK1 proteina-quinase depedente de fosfaridilinositol-1

PI3K fosfatidilinositol 3- quinase (Phosphoinositide 3-kinase)

PIP2 fosfatidilinositol bifosfato (Phosphoinositide- Biphosphate)

PIP3 fosfatidilinositol trifosfato (Phosphoinositide- Triphosphate)



PKC

PMA
PMSF
PVDF
RACKSs
RPM

RTK

SDS

SDS- PAGE
SEMA3A
SFB
SPARC
TBS

Tie-2

TN

Tris

U-373 MG
Vv

VE

VEGF

VEGFR2/Kdr

WHO

Proteinas quinases C (Protein Kinase C)
forbol-12-miristato-13-acetato (phorbol 12-myristate 13-acetate)
fluoreto de fenilmetilsulfonila

fluoreto de polivinilideno

receptores de Proteinas Kinase C ativadas

rotacGes por minuto

Receptor de Tirosina Quinase (Tyrosin Kinase Receptor)
duodecil sulfato de sodio

gel de poliacrilamida contendo duodecil sulfato de sodio
semaforina 3A

soro fetal bovino

proteina secretada acidica rica em cisteina

tampdo tris (NaCl 137mM, Tris 20mM, ph 6,5)

receptor tipo tirosina quinase para angiopoietinas
tenascina

tris-(hidroximetil)-aminometano

linhagem de astrocitoma humano

Volts

vesicula extracelular

fator de crescimento de endotélio vascular (vascular endothelial growth
factor)

Receptor -2 do fator de crescimento de endotélio vascular (vascular
endothelial growth factor receptor 2)

World Health Organization



1.1
1.2

2.1
2.2
2.3
2.4

2.5

2.6
2.7
2.8
2.9

29.1
2.9.2

2.9.3
294
2.10

2.10.1
2.10.2
2.10.3
2.10.4
2.10.5

211

SUMARIO

INTRODUCAO 16
OBUIETIVOS ...ttt e e e e e 57
(1T g | USROS 57
ESPECITICOS ..vviiei e e 57
METODOLOGIA. ...ttt nne s 58
Cultura de células endoteliais da veia umbilical humana..............cccccccevnenenn. 58
Cultivo das linhagens CElUIAreS.............ccuoiiiiiiiiiii e 59
Obtencdo das matrizes extracelulares imobilizadas livres de células............. 59

Dosagem qualitativa e semi-quantitaiva de proteinas matriciais secretadas
POF ELISA INAIFELO. ...c.iiiiiiieee ettt nne s 60

Ensaio de adesao de células endoteliais as matrizes imobilizadas livres de

CRIUIAS. ...t 61
Isolamento e quantificacdo de vesiculas extracelulares (VES)..........cccccueni.e. 61
Ensaio tridimensional de tubulogénese em Matrigel™....................cocirnennnn. 61
Ensaios de migragao endotelial.............cooeiiiiiiiiii 63

Anélise das vias de sinalizagdo envolvidas na modulacéo da diferenciacéo
angiogénica mediada por matrizes de atrocitoma U-373 MG............c..c........ 64

Fracionamento celular para analise de distribuicdo de PKCS......ccocoeeveveeeeseeenne. 64

Anélise de proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida — SDS (PAGE-

SDS) € WESEEIN BIOtING. ..ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 65
Andlise celular por microscopia CONFOCAl.........ooveeeeei e, 66
Silenciamento de expressdo de RNA MENSAQEITO.......evveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 67

Analise dos transcritos diferentemente expressos nas células endoteliais em

contato com as diferentes atrizes........coocvvvererieiie i e 68
EXIrag80 dO RINA . ..ottt 68
Preparo das DIDIIOLECAS. .........ocveiiiiiiiee e 68
Pré-processamento € MONTAGEIM. .........eiuerueeieieerieeieseeseeeeesreeseeeeesreeseeereesseessens 69
MEAPEAMENTO. ...ttt ettt b et et e b 69
ANALISE U8 BXPIESSAO. ... . eeveereereeiestestesteateereaseaseeseesaestessestesseaseaseeseeseeseessessesressensens 70

ANALISE B ALISTICA. ...ttt e e e e e e 70



3.1.1

3.12
3.1.3

3.1.4

3.15

3.1.6
3.2

RESULTADOS . ...ttt e e 71
Breve contexto de nossos dados prévios: Sinalizacdo celular na
tubulogénese endotelial............ccoooviiieiiiicic 71

O padrdo de expressao de FN e TN-C por astrocitos humanos normais € oposto

a0 apresentado por células de astrOCItOMAS. ... ...uveeeeeeeee e 73

Andlise da adesdo de células endoteliais & matriz de astrocitos normais.............. 74

Efeito da MEC da linhagem de astrocitoma U-373 MG na diferenciacio

angiogénica de CEIUIAS ENAOLEIIAIS. ... ...eeeeeeeeeee e 74

Efeito das diferentes matrizes extracelulares sobre a sinalizacdo dependente de

2desd0 em CAIUIAS BNAOLEIIAIS. ... ..eeeeeeee et e e e e e e 75

Efeito das diferentes matrizes extracelulares sobre a expressdo de FGFR1 e

SINABCAN - ... e e ettt e e e e e e e et e e e e e e e ee e eeeeeeeeaaaas 78

Papel da matriz extracelular na expressdo de VEGFR?2 por células endoteliais 83

Parte Il- Artigo: Extracellular vesicles isolated from endothelial cells
undergoing anoikis promote endothelial tubulogenesis and migration: a

possible autocrine angiogenic mechanism induced by tumor

0T To] 01T R NYA 1 0] 01 1.01] 01 89
DISCUSSAOD. ..o et e e e e es e e es e ee e 112
CONCLUSODES. ... e e e 126

REFERENCIAS. ..o oiceeietetetee et 128



16

INTRODUCAO

Gliomas

Os gliomas sdo tumores que se formam a partir da transformacao maligna de astrocitos,
oligodendrocitos ou de seus progenitores (Jovcevska et al. 2013). Constituem 0s mais comuns
tumores cerebrais, correspondendo a mais de 70% de todos os neoplasmas do sistema nervoso
central (SNC) (Ohgaki e Kleihues, 2005).

Fatores de risco para gliomas sdo largamente desconhecidos, exceto para as sindromes
hereditarias como a neurofibromatose, esclerose tuberosa, esclerose multipla, sindrome de Li
Fraumeni, sindrome de Turcot e Sindrome de Cowden, bem como radiacdo ionizante.
Entretanto, essas doencas hereditarias e radiacdes sdo ocorréncias raras, representando as
causas de menos de 10% de todos gliomas, sugerindo que anormalidades genéticas mais
complexas combinadas com fatores ambientais desconhecidos podem predispor individuos ao
desenvolvimento de glioma (Hofer et al. 2014).

Esses tumores variam consideravelmente na morfologia, localizacdo, alteragdes
genéticas e resposta a terapia (Ohgaki et al. 2009). Em geral, sdo tumores muito invasivos e

infiltrantes, embora ndo metastaticos (Hochberg e Puitt, 1980).

Epidemiologia dos Gliomas

As taxas de incidéncia de glioma, ou seja, a taxa de glioma recém-diagnosticados,
variam significativamente por tipo histolégico, idade, sexo, raca, etnia e localizagdo
geografica. Em geral, os gliomas sdo mais comuns com o0 aumento da idade, sexo masculino,
raca branca e etnias ndo-hispanicas (Ostrom et al. 2014).

O tipo mais comum de glioma é denominado glioblastoma multiforme (GBM), que
varia em taxa de incidéncia 0,59-3,69 por 100.000 pessoas. Astrocitomas anaplasico e GBM ,
tém maior incidéncia em individuos entre 75-84 anos de idade enquanto 0s
oligodendrogliomas e oligoastrocitomas sdo mais comuns em individuos entre 35-44 anos de
idade (Ostrom et al. 2015).
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A incidéncia de cancer no cérebro varia significativamente entre os paises, assim como
0s metodos de apuracéo e vigilancia. As taxas de incidéncia variam ao longo do tempo e por
sexo, onde os homens tém taxas de incidéncia mais elevadas em comparacdo com as
mulheres. A incidéncia de cancer de cérebro ¢ mais elevada na Europa (5,5 por 100.000
habitantes), América do Norte (5,3 por 100.000 habitantes), Australia / Nova Zelandia (5,3
por 100.000 habitantes), oeste da Asia (5,2 por 100.000 habitantes), e norte da Africa (5 por
100.000 habitantes). E menor na regido Centro-Sul da Asia (1,8 por 100.000 habitantes),
Africa Subsaariana (0,8 por 100.000 habitantes) e Oceania (0,5 por 100.000 habitantes,
excluindo a Australia e a Nova Zelandia) (GLOBOCAN 2012). Entretanto as menores taxas
de incidéncia nos paises em desenvolvimento podem ser parcialmente explicadas pelo sub-

registro de casos (Ostrom et al. 2015).

Figura 1 - Incidéncia de tumores cerebrais malignos)/ 100.000 pessoas em 2012

Taxade incidéncia de tumores
cerebrais malignos por 100.000
habitantes.

0 1 3 5791

Legenda: Taxa de incidéncia de tumores malignos por 100.000 habitantes (homens e mulheres) por pais
Fonte: Adaptado de GLOBOCAN, 2012.
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Classificagéo dos Gliomas

A classificacdo de 2007 estabelecida pela Organizacdo Mundial de Satde (OMS) tem
como base as semelhancas microscopicas entre as células normais da glia (astrocitos e
oligodendrocitos) e as células tumorais. Por exemplo, os astrocitomas - tumores que se
originam dos astrécitos ou de seus progenitores - sdo caracterizados pela expressdo de um
marcador especifico (proteina glial fibrilar acida — GFAP) numa fracdo da massa tumoral
(Louis, 2006; Okada, et al. 2009).

Segundo esta classificacdo, os gliomas séo divididos em quatro graus crescentes de
malignidade (Figura 2), baseado na histologia: grau 1 (astrocitoma pilocitico), grau Il
(astrocitoma difuso), grau Il (astrocitoma anaplasico ou AA) e grau IV (GBM) (Rousseau et
al. 2008), sendo as duas ultimas consideradas de grau elevado ou maligno e representando
cerca de 75 % dos casos (Grant et al. 2014).

Oligodendrogliomas e oligoastrocitomas sdo subsequentemente graduados em grau Il e
grau Il de malignidade, com base na correlacdo entre as caracteristicas histopatolédgicas e o
prognostico (Kleihues et al. 2007). Os GBMs se encaixam no grau mais maligno dos
astrocitomas e podem surgir de novo, ou evoluir a partir de gliomas de baixo grau (Grant et al.
2014).

Os critérios histopatoldgicos considerados incluem: atipia nuclear, mitoses, proliferacdo
endotelial, necrose, expressdo da proteina de citoesqueleto vimentina e da proteina acidica
fibrilar glial (GFAP), do fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF); amplificagdo do
CDK4 (cyclin dependent kinase 4) e dos receptores dos fatores de crescimento EGF
(epidermal growth fator) e PDGF (platelet derived growth factor); perda ou mutacdo do gene
p53, (Plate e Risau, 1995; Mentlein e Held-Feindt, 2003), além de evidéncias clinicas como:
progressao, idade do paciente e localizacao cerebral (Branger e Bouvier, 2005; Pfister e Witt,
2009).

Com nestes critérios, os tumores de grau | (astrocitomas pilociticos) sdo raros e
biologicamente benignos. Os astrocitomas de baixo grau sdo tumores cerebrais primarios que
se localizam preferencialmente nos hemisferios cerebrais e geralmente se manifestam
clinicamente nos adultos (Pfister e Witt, 2009). Esses tumores apresentam ainda infiltragdo
difusa das estruturas cerebrais adjacentes e distantes, tendem a recorrer apds ressecgdo
cirirgicae estdo frequentemente associados coma progressao para outros tipos

histologicos malignos - astrocitoma anaplasico (grau 1])] - e
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eventualmente, GBM secundario (grau 1V) (Louis et al. 2007; Ohgaki et al. 2005; Pfister e
Witt, 2009).

O astrocitoma difuso (grau Il) apresenta apenas hipercelularidade com atipia nuclear,
enguanto o astrocitoma anaplasico (grau Ill) ja apresenta atividade mitdtica maior, além de
acentuacdo das alteragdes presentes no astrocitoma difuso. Em alguns casos, proliferacdo
endotelial moderada pode ser vista no astrocitoma anaplésico. Para que um tumor astrocitico
seja classificado como grau IV, além de uma combinacgéo dos critérios acima descritos para 0s
tumores graus Il e Ill, a presenca de proliferacdo endotelial acentuada ou necrose é
obrigatoria. Grandes areas de necrose, bem como pequenos focos necroticos rodeados de uma
camada de células tumorais em uma disposicdo denominada pseudo-palicada, sao
frequentemente observadas. Seu grande potencial de crescimento resulta de varios fatores,
incluindo a grande proliferacdo celular, extensiva migracdo de células através dos tratos
mielinizados e angiogénese tumoral proeminente (Cavenee, 2000; Branger et al. 2010;
Vehlow et al. 2013).

GBMs primarios que se formam de novo e os GBMs secundarios que se formam a partir
da transformacdo maligna de gliomas de baixo grau parecem ser histologicamente idénticos
(Ohgaki e Kleihues, 2007). O GBM primério € mais comum em pacientes mais velhos sem
evidéncias de doenca prévia e se apresenta como um tumor agressivo, altamente
invasivo. GBM secundario geralmente é observado em pacientes mais jovens, que
inicialmente apresentam astrocitoma de baixo grau que evolui para GBM dentro de 5-10 anos
do diagnéstico inicial, independentemente da terapia anterior. Desta forma, foi proposto que
0s GBMs primario e secundario representam duas entidades clinicas distintas (Bralten e
French, 2011; Hirose et al. 2013).

No entanto, as distingdes tornam-se turvas quando se considera o quadro clinico
marcante e as semelhangas bioldgicas entre estes dois subtipos, uma vez que GBMs primario
e secundario se comportam de forma clinicamente indistinguivel. A sobrevivéncia média a
partir do momento que o GBM é diagnosticado, que ¢ de 9 a 12 meses, ndo difere
estatisticamente entre estes dois subtipos, refletindo taxas equivalentes de proliferacdo e
invasdo, bem como resisténcia a todas as modalidades terapéuticas (Miller e Perry, 2007;
Pouratian et al. 2008).

Entretanto, as caracteristicas clinicas e o prognostico dos pacientes com glioma de grau
Il -1l e GBM (grau 1V) ndo estdo refletidos com precisdo pelas caracteristicas histologicas.
Por exemplo, astrocitomas de grau Il e Ill possuem um comportamento clinico altamente

variavel e isto ndo é adequadamente previsto apenas com base na classificagdo da OMS de
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2007. Enquanto alguns sé@o indolentes, outros progridem rapidamente para GBM. Torna-se
claro entdo a necessidade do desenvolvimento de uma nova classificagdo (Bralten e French,
2011; Hirose et al. 2013).

Nas ultimas decadas, técnicas moleculares possibilitaram a caracterizacdo de perfis

genéticos de diversos tipos de tumores. Alguns marcadores moleculares tém-se demonstrado
Uteis na identificacdo de subtipos de gliomas, assim como no prognostico e na escolha do
tratamento (Grant et al. 2014).

A classificacdo de tumores do SNC da WHO de 2016, rompeu com o principio do
diagndstico baseado inteiramente em microscopia, incorporando parametros moleculares para
a classificacdo destes tumores (Louis DN et al. 2016) . O uso de parametros fenotipicos e
genotipicos integrados, adiciona um nivel de objetividade para o diagnostico de entidades
biologicamente mais homogéneas, levando a melhoria na triagem dos pacientes e
determinacGes mais precisas de prognéstico e tratamento. No entanto, esta classificacdo
também cria um grupo de tumores que ndo se enquadra nestas entidades mais definidas,
denominado NOS, que deverao ser posteriormente estudados Louis DN et al. 2016)

Interessantemente, enquanto no passado todos os tumores derivados de astrdcitos
(astrocitomas) foram agrupados juntos, atualmente todos os gliomas difusos (astrocitario ou
oligodendroglial) estdo agrupados, tendo como base ndo apenas seu padrdo de crescimento e
comportamento, mas principalmente as mutaces genéticas compartilhadas nos genes IDH1 e
IDH2. Adicionalmente, mutacdes somaticas nos genes TP53 e ATRX como também a
codelecdo de bracos cromossémicos 1p e 199 (1p / 19q) tém sido implicados como
marcadores clinicamente relevantes (The Cancer Genome Atlas Research Network et al.
2015; Louis DN 2016).

Em glioblastomas, apesar dos subtipos GBM primario e GBM secundario
compartilharem caracteristicas morfologicas e histoldgicas, suas arquiteturas genémicas
diferem consederavelmente (Ohgaki et al. 2007). Os GBMs primarios séo caracterizados por
amplificacbes de EGFR ou mutacdes ativadoras, perda do cromossomo 10q (PTEN), bem
como 9p21(locus CDKN2A que codifica p16Ink4) (Furnari et al. 2007; Ohgaki et al. 2007). Ja
0s GBMs secundarios apresentam mutagdes genéticas no gene supressor de tumor TP53 e
IDH, perda de heterozigosidade (LOH) do cromossomo 10g, bem como anormalidades na p16
e Rb (Furnari et al. 2007; Ohgaki et al. 2007). Especificamente, as mutacfes IDH sdo um
marcador molecular de diagndstico definitivo de GBMs secundérios. Desta forma, os GBMs
sdo divididos de acordo com a classificacdo de 2016 da OMS em: (1) GBM IDH-tipo

selvagem (cerca de 90% dos casos), que corresponde mais frequentemente com o GBM
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primario ou de novo, predominante em pacientes com mais de 55 anos de idade (Ohgaki H,
Kleihues P, 2013); (2) GBM IDH-mutante (Cerca de 10% dos casos), corresponde
praticamente ao GBM secundario com um histérico de evolucéo de tumores de graus menores
e surge preferencialmente em jovens pacientes (Ohgaki H, Kleihues P, 2013) e (3) GBM
NOS, GBM em que a avaliacdo do gene IDH ndo p6de ser executada. A necessidade de tracar
os perfis genéticos para uma melhor caracterizacdo desses tumores tem como objetivo
desenvolver estratégias terapéutica direcionadas.

Diversas evidéncias tém demonstrado que uma pequena populagdo de células-tronco,
chamadas de células-tronco tumorais (CTTs), sdo responsaveis pela iniciacdo e continuo
crescimento do tumor (Dick, 2008). Estas células contribuem para a resisténcia terapéutica e
sdo consideradas a causa mais provavel de recidiva (Bao et al. 2006; Ortensi et al. 2013; Liu
et al. 2006). As CTTs foram identificadas e validadas em varios tipos de tumores sélidos, tais
como: cancer de mama, colon, pancreas, pulméo e em GBMs (Oliveira et al. 2010;Yi et al.
2008; Bao et al. 2010; Ignatova et al. 2002; Sanai et al. 2005).

A molécula CD133 foi identificada e amplamente utilizada como um marcador para
caracterizar populacdo CTTs em GBMs (Liu et al. 2009; Fan et al. 2010; Yan et al. 2011).
No entanto, sua expressdo é observada em células epiteliais maduras do Iimen de ductos em
varios 6rgaos adultos, indicando que CD133 pode ndo ser um marcador especifico para CTTs
(Shmelkov et al. 2008). Recentemente, outro potencial marcador de CTTs, CD90, foi
identificado em GBM. O nivel de expressdo de CD90 foi altamente correlacionado com
gliomas de alto grau, com expressao significativamente mais elevada nestes tumores mais
malignos do que em gliomas de baixo grau. Curiosamente, CD90 e CD133 foram marcadores
co-expressos na GBM, no qual 100 % das células CD133" eram também CD90", mas apenas
uma parte das células CD90" foram positivas para CD133, indicando que as células tronco
tumorais CD133" em GBM in vivo sdo uma subpopulagdo de células CD90™ (He et al. 2011).
Outros marcadores de superficie, tais como CD15 e NG2, ainda estdo sob investigacdo
(Svendsen et al. 2011; Read et al. 2009).

Recentemente Nie e colaboradores (2015) apontaram a tenascina-C (TN-C), uma
proteina de matriz extracelular, como um promissor marcador prognéstico para GBM, assim
como um marcador de CTTs em gliomas, uma vez que sua expressao aumenta com o grau de

malignidade desses tumores e dimunui com a diferenciagéo das CTTs em GBM.
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Figura 2 - Progressao e classificacao de gliomas humano segundo a WHO
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Caracteristicas da rede vascular em gliomas

A formacdo de vasos € um processo altamente dindmico, que possui um papel
fundamental no transporte de oxigénio e de nutrientes, retirada de residuos celulares e
participa da regulacdo do fluxo sanguineo. A vasculatura normal é organizada como uma rede
hierarquia de artérias, arteriolas, capilares, vénulas e veias (Aird, 2012).

Nos capilares, 0s vasos sanguineos sdo formados por uma fina camada de células
endoteliais cercadas por pericitos e, em grandes vasos como artérias e arteriolas, as células
endoteliais estdo associadas a células de musculo liso (Aird, 2012). As células endoteliais
cerebrais estdo diretamente associadas com astrécitos e expressam proteinas de juncoes
oclusivas, resultando na formacdo da barreira hematoencefalica (Obermeier et al. 2013; Jain
et al. 2007). Os astrocitos, bem como os fatores de crescimento produzidos no microambiente
cerebral, regulam a integridade desta barreira (Obermeier et al. 2013).

As células endoteliais da vasculatura normal sdo geralmente quiescentes com apenas
0,01 % de células em divisdo (Carmeliet et al. 2000; Jhaveri et al. 2014). Isto é possivel
devido ao equilibrio entre fatores pro- angiogénicos e anti — angiogénico (Wong et al. 2009).
Desta forma, a regulacdo dos niveis de fatores de crescimento é a chave para a apropriada
formacdo dos vasos sanguineos.

Em contraste com 0s vasos sanguineos normais, a vascularizacdo tumoral,
particularmente em gliomas, € altamente proliferativa resultando em anormalidades
estruturais (Jain et al. 2007; Carmeliet et al. 2000). Esses tumores possuem vasos altamente
heterogéneos e ndo estdo em conformidade com a fisiologia da microvasculatura do tecido
cerebral normal. Além disso, os capilares cerebrais normais possuem aproximadamente 3 a
5um de diametro enquanto nos gliomas, os capilares apresentam diametros variando entre 3
e 40um. Varios autores sugerem que a dilatacdo destes vasos tumorais seria um dos principais
mecanismos para compensar anatural e progressiva falha de perfusdo intratumoral
caracteristica dos gliomas (Forsyth et al. 1999; Brahimi-Horn et al. 2001; Hanahan e
Folkman, 1996).

Estudos de microscopia eletronica identificaram pelo menos trés anormalidades
estruturais do revestimento endotelial que formam a base para um aumento da permeabilidade
microvascular e da perda de funcionalidade da barreira hematoencefalica nesses tumores: (i)

abertura de lacunas endoteliais (juncGes interendoteliais e canais transendotelial); (ii)
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vesiculas citoplasmaéticas (cavéolas e organela vesicular vacuolar (VVO); (iii) fenestraces
(Kim et al. 2000; Lindahl et al. 1997).

Células murais sdo componentes essenciais para a maturacdo e estabilidade dos vasos
sanguineos (Xian et al. 2006; Jhaveri et al. 2014). AlteracGes na densidade ou na interacao de
pericitos com o endoteélio estdo associadas a diversas doengas humanas tais como: retinopatia
diabética, ma-formacgdo venosa e acidente vascular cerebral hereditario (Gaengel et al.
2009). Estudos recentes mostram também uma associacao entre o recrutamento de pericitos
com a vascularizacdo tumoral, correlacionando a pobre cobertura de pericitos na rede vascular
tumoral com a ma formacao desses vasos e 0 aumento do numero de metastases (Yonenaga et
al. 2005).

Além disso, a angioarquiteturado glioma, que € dependente principalmente do
tamanho da massa tumoral e de sua localizacdo no interior do tumor, pode ser classificada
em dois grupos distintos: (i) microvasculatura da regido peritumoral representando a &rea
de crescimento do tumor einvasdo aotecido adjacente e (ii) microvasculatura
intratumoral. Estas regides diferem significativamente em relacdo a atividade angiogénica
(Lakka et al. 2005), densidade vascular, expressdo de fatores de crescimento angiogénico e
seus receptores (Rao et al. 1996; Forsyth et al. 1999; Ferrara, 2004). Enquanto a regido
peritumoral mostra uma alta atividade angiogénica e consequentemente alta
densidade vascular, aatividade angiogénica dentro da massa do glioma diminui
progressivamente para o centro do tumor (Forsyth et al. 1999; Carmeliet e Jain, 2000).

Muitos trabalhos ja demonstraram que a perfusdo em gliomas é menor e mais variavel
do que no tecido cortical normal (Farin et al. 2001; Bremnes et al. 2002; Goodenough et al.
1996). Estudos dinamicos da microcirculagdo de gliomas tém demonstrado que estes tumores
realmente apresentam uma vascularizacdo de baixa eficacia funcional: enquanto no tecido
cerebral normal mais de 95% dos capilares sdo eficientes para o seu abastecimento, nos
gliomas apenas 50-70% dos capilares sdo funcionais. A falha na perfusdo e ainda mais
acentuada nas areas centrais do tumor, onde a propor¢éo de vasos funcionais € inferior a 25%
(Maestro et al. 1990; Forsyth et al. 1999).

Muitos tracos caracteristicos do microambiente vascular nos gliomas estéo relacionados
com o padrdo anormal de expressdo de moléculas vasoativas. A alta atividade angiogénica do
tumor resulta da alta expressdo de fatores de crescimento prd-angiogénicos e seus
receptores. Os padrOes de expressdo regionais deste sistema de sinalizagdo tém sido
correlacionados com a heterogeneidade da angiogénese nos gliomas (Rao et al. 1996; Lakka

et al. 2005). Além disso, o aumento da expressdo de VEGF é, pelo menos em parte,
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responsavel pela perda da funcionalidade da barreira hematoencefélica e pelo aumento da
permeabilidade microvascular desses tumores (Jhaveri et al. 2014; Bergers e Song 2005;
Lakka et al. 2005; Esser et al. 1998; Kevil et al. 1998), mediada pelo receptor de VEGFR2,
Flk-1/KDR (Mandriota et al. 1995).

Angiogénese em gliomas

Durante a angiogénese fisioldgica normal, os novos vasos sanguineos amadurecem e se
tornam estaveis. Tumores, que ja foram analogamente comparados a “feridas que nunca
cicatrizam”, ao contrario, perderam o balanco apropriado do controle positivo e negativo da
angiogénese (Dvorak, 1986). Os vasos tumorais ndo se tornam maduros, permitindo o
constante crescimento e brotamento de novos vasos na massa tumoral. Nos gliomas a
apresentacdo de regiGes edematosas e hemorrégicas seria parcialmente explicada pela
superproducdo de VEGF e pelo baixo recrutamento de pericitos, envolvidos na correta
estabilizacdo dos vasos recém formados (Bergers e Benjamin, 2003). Além disso, os focos de
necrose rodeados por células pseudopalicadas sdo uma configuracgdo relativamente Gnica para
GBMs (Rahman et al. 2010). Rong e colaboradores (2006), demonstraram que as células
pseudopalicadas estdo submetidas a um estado severo de hipoxia, superexpressam HIF-1 e
secretam fatores pro-angiogénicos como VEGF e IL-8. Desta forma, os GBMs sdo
caracterizados por uma abundante e aberrante vasculatura.

Em gliomas, os processos de cooptacdo vascular, sprouting angiogénico e
vasculogénese pds-natal tém sido extensivamente descritos. No entanto, recentemente,
tornou-se claro que além destes, 0 mimetismo vascular e a transdiferenciacdo endotelial de
células de glioblastoma também contribuem para a formagéo de vasos nestes tumores (Hardee
e Zagzag, 2012).

Cooptacao Vascular

Temporalmente, a cooptagdo vascular é o primeiro mecanismo de vascularizacdo em

gliomas (Hardee e Zagzag, 2012). Nesses tumores a formacdo de vasos ndo decorre
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exclusivamente de uma necessidade de expansdo da massa tumoral. Inicialmente as células
tumorais gliais parasitam e proliferam em torno dos vasos sanguineos do tecido cerebral
normal, formando um glioma ndo encapsulado, de carater invasivo, migrando ao longo dos
vasos sanguineos e podem se tornar tdo grande quanto um tumor dito angiogénico (Zagzag et
al. 2000; Bergers e Benjamin, 2003)

No entanto, a convivéncia extensa com as células endoteliais dos vasos nativos
culmina, em algum momento da progressdo tumoral, na morte destas células vasculares,
levando a fase seguinte, de regressdo vascular através da apoptose mediada pela
angiopoietina-2 (Ang-2). A involucdo desses vasos gera a morte das células tumorais e
necrose, seguindo-se a hipoxia que leva ao aumento explosivo da expressdo de VEGF,
promovendo uma forte angiogénese na periferia tumoral (Holash et al. 1999; Zagzag et al.
2000; Tate e Aghi, 2009; Rahman et al. 2010).

Angiogénese

Na fase angiogénica, o VEGF promove a proliferacdo endotelial ativando a via de
MAP-quinases (MAPK), aumenta a permeabilidade vascular ao promover a reorganizacéo
dos complexos caderina/catenina e o afrouxamento das juncdes aderentes entre células
endoteliais (Esser et al. 1998; Kevil et al. 1998; Hardee e Zagzag, 2012). Além disso, 0
VEGF leva a ativacdo da PI3BK/AKT em uma via dependente de integrinas, aumentando a
migracdo e a sobrevivéncia das células (efeito anti-apoptético) (Ferrara, 2004). O resultado
final da sinalizagdo do VEGF nesses tumores é a producdo de vasos sanguineos imaturos e

altamente permeaveis (Jain et al. 2007; Jain 2003; Hardee e Zagzag, 2012).

Vasculogénese

Um terceiro mecanismo de neovascularizagdo do tumor é a vasculogénese pés-natal,
que envolve a diferenciacdo de células circulantes derivadas da medula déssea, conhecidas
como células endoteliais progenitoras (EPCs) (Hardee e Zagzag, 2012).
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Entretanto recentes estudos mostraram que, além das EPCs derivadas de medula 6ssea,
0s macrofagos associados a tumores (TAMs) e mondcitos circulantes expressando TIE -2
(ETM) migram para os locais de neovascularizacdo patologica onde diferenciam-se em
células endoteliais ou macrofagos (Lewis et al. 2007; Venneri et al. 2007; Hardee e Zagzag,
2012).
EPCs e TAMs expressam CXCR4 e migram em resposta a um gradiente de SDF-1(Li
et al. 2006; Tabatabai et al. 2006; Du et al. 2008). Consistente com esta via, a
imunorreatividade para SDF-1 é forte nos vasos associados ao tumor de GBMs (Rubin et al.
2003; Zagzag et al. 2008). Além disso, Aghi e colaboradores (2006) demonstraram que 0
SDF-1 produzido por gliomas murino contribuiu para a vasculogénese, incorporando EPCs no
endotelio tumoral. A via de sinalizacdo Ang-2 / TIE- 2 possui um importante papel na
vasculogénese tumoral uma vez que Ang - 2 estd envolvida no recrutamento de EPCs e
TEMs (Lewis et al. 2007; Shaw et al. 2004; Udani et al. 2005; Murdoch et al. 2007).
Entretanto, o mecanismo exato da contribuicdo de EPCs e TEMs para a
neovascularizacdo de tumores cerebrais ainda ndo foi totalmente elucidado (Hardee e Zagzag,
2012).

Mimetismo Vascular

O quarto mecanismo de vascularizagdo em gliomas, mimetismo vascular, foi
inicialmente descrito em modelos de melanoma humano e é definido como a capacidade de
células tumorais formarem redes funcionais como a de vasos. In vitro, células de melanomas
invasivos e metastaticos foram capazes de formar canais vasculares em cultura tridimensional.
Além disso, Demou e Hendrix (2008) mostraram que redes das células de melanomas
agressivos apresentavam uma forte expressdo do genes envolvidos em angiogénese,
sugerindo uma base genética subjacente a este processo.

Yue e Chen (2005) demonstraram a presenca de mimetismo vascular em 2/45 amostras
de astrocitoma humanas. Shaifer e colaboradores (2010) sugeriram uma ligacdo entre
mimetismo vascular em GBMs e radiorresisténcia vascular. Usando um sistema
tridimensional de co-cultura, mostraram que células endoteliais inicialmente formam
estruturas vasculares seguida pela incorporacdo de células do glioma, criando uma rede

vascular mosaico. Sob condigdes angiogénicas, as células de glioma incorporadas a rede
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vascular, ndo apresentaram marcadores especificos endoteliais, sugerindo um mimetismo
vascular. No entanto, essas células também reduziram a expressdo de proteina acida fibrilar
glial (GFAP) e aumentaram acexpressdo de CD133, indicando uma mudanca para um
fenotipo de célula tronco.

Em um estudo com 101 amostras de glioma humano, Liu e colaboradores (2011)
encontraram uma correlacdo entre mimetismo vascular e a graduacdo do tumor de acordo com
a classificacdo da OMS. Os tumores que continham evidéncias de mimetismo vascular,
definido de forma imunohistoquimica como CD34" PAS®, eram de elevado grau (mais
agressivos), e estes pacientes tiveram tempos de sobrevida global mais curtos do que aqueles

gue ndo apresentaram mimetismo vascular.

Transdiferenciacao glioma-endotélio

O mecanismo mais recentemente descrito de neovascularizacdo em gliomas envolve a
transdiferenciacdo de células de glioma para um fenétipo de célula endotelial. Assim como o
mimetismo vascular, a hip6tese da transdiferenciacdo endotelial se originou em modelos de
melanomas humano (Hardee e Zagzag, 2012).

Uma estreita associacdo entre as células endoteliais e células-tronco neurais foi
demonstrado por Shen e colaboradores (2004) que estabeleceram que os fatores secretados
pelas células endoteliais estimulam a auto-renovagdo das células-tronco neurais. Esta
interacdo endotelial também tem sido aplicada as células-tronco de glioma (GSCs) e
funcionaria como protetora do microambiente do glioma no qual as GSCs seriam capazes de
proliferar e permanecer indiferenciadas sem sofrerem influéncias externas.

Ricci-Vitiani e colaboradores (2011) demonstraram recentemente 0 processo de
transdiferenciacdo endotelial das células tronco de gliobalstomas. Usando 15 amostras de
GBM, eles dobservaram que uma fraccdo substancial de células endoteliais CD31"
apresentavam as mesmas aberra¢fes cromossémicas presentes nas células tumorais dentro da
amostra. Entretanto, este processo de transdiferenciacdo endotelial das células de glioma
precisa ser mais investigado para a completa validacéo.

Nesse processo extremamente complexo de formacdo de vasos, o papel da matriz
extracelular (MEC) tumoral sobre as células endoteliais no microambiente dos gliomas ainda

é pouco compreendido. No entanto, as transi¢des de composicdo da MEC que acompanham a
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transformacdo de astrocitos normais em células de glioma e a grande importancia que o
contato de astrocitos com células endoteliais possui para a manutencdo da integridade

vascular no tecido cerebral sugerem a participacdo da MEC tumoral na angiogénese.

Figura 3-Mecanismos de vascularizacdo em gliomas humanos

Legenda: A- Coptacdo vascular. B- Angiogénese. C- Vasculogénese. D- Mimetismo vascular. E-
Transdiferenciagdo endotelial das células de gliomas.
Fonte: Hardee e Zagzag 2012.

A matriz extracelular (MEC)

A matriz extracelular (MEC) foi considerada durante muito tempo como uma estrutura
estavel e inerte que servia apenas como suporte mecanico para células e tecidos. Entretanto,
diversas descobertas mudaram essa perspectiva e estabeleceram a importancia da MEC nas
ultimas décadas. Inicialmente, estudos bioquimicos e moleculares revelaram a existéncia de
quatro classes principais de moléculas na MEC: colagenos, proteoglicanos, glicoproteinas e
elastina. Membros especificos de cada familia foram encontrados distribuidos de maneira
tecido-especifica, implicando a matriz no desenvolvimento e funcdo dos diferentes tecidos.
Ainda, foram encontrados receptores de superficie celular especificos para 0s componentes da
MEC, o que levou a associacdo da MEC com a biologia das células (Haralson e Hassel,
1995).

Existem dois tipos de MEC: lamina basal ou epitelial e a do tipo conjuntivo. A MEC do
tipo conjuntivo caracteriza-se por ser muito abundante em relagdo ao nimero de células

presentes, ocupando um grande volume. E composta por macromoléculas com fungdes



30

principalmente estruturais como colagenos fibrosos (colagenos 1, I, I, V e Xl),
proteoglicanos (como agrecan e versican) e elastina (Kreis e Vale, 1999).

A lamina basal ou MEC epitelial € uma forma especializada de MEC e é diretamente
responsavel pelo comportamento das células com as quais esta em contato. Localiza-se
especificamente na face basal de células polarizadas, como células epiteliais e endoteliais e
ocupa pouco volume. Esta matriz é constituida essencialmente por colageno tipo IV, laminina,
nidogénio (ou entactina) e proteoglicanos de heparam sulfato (HSPG), destacando-se o
perlecan. Ja foi extensivamente descrito que os componentes de MEC controlam ativamente o
crescimento, diferenciacdo, migragdo, homeostase, morfogénese e viabilidade celular (Kreis e
Vale, 1999; Clause et al. 2013; Theocharis et al. 2012).

As proteinas da MEC além de serem reconhecidas por células vizinhas principalmente
através dos receptores da superfamilia das integrinas, interagem entre si. Como resultado
desta interacdo, a MEC é capaz de influenciar diferentes vias de sinalizacdo e o
comportamento das células (Bosman e Stamenkovic, 2003; Discher et al. 2009; Geiger et al.
2009). Além disso, através dos HSPGs, a MEC pode agir (1) sequestrando fatores de fatores
de crescimento ativos, protegendo-os de degradacdo, (2) como reservatorio de fatores de
crescimento latentes que serdo ativados posteriormente, devido a acdo enzimatica durante o
remodelamento da MEC ou (3) como moduladores do efeito de fatores de crescimento,
aumentando a afinidade destes por seu receptor principal (Vlodavisky et al. 1996, Saksela et
al. 1988, Jiang e Couchman, 2003; Schultz et al. 2009; Mettouchi, 2012; Brosicke e Faissner,
2015).

Variagdes na composicdo e na estrutura dos componentes da MEC afetam tanto a
estrutura geral e as propriedades biomecanicas da rede formada, como também os sinais
transmitidos para as células modulando assim as suas respostas (Rozario et al. 2010).
Anormalidades na composicdo da MEC estdo envolvidas em muitas sindromes e condigdes
patoldgicas /letais. Desta forma, as moléculas da MEC emergem como alvos potenciais para o
tratamento farmacologico de diversos tipos de doencas (Jarvelainen et al. 2009)

Envolvimento da matriz extracelular na angiogénese

As interaces da MEC com as células endoteliais permitem que as mesmas se

organizem em vasos sanguineos. Durante a angiogénese, as celulas endoteliais devem aderir a
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MEC, proliferar, migrar, estabelecer polaridade, formar tubos e manter um formato celular
apropriado, a angioarquitetura.

As células endoteliais em vasos quiescentes adultos expressam uma MEC do tipo
lamina basal, bastante semelhante as dos epitélios (Senger e Davis, 2011). No entanto, nos
estagios precoces da angiogénese, como na resposta ao fator angiogénico VEGF, esta 1dmina
basal é degradada e os vasos se tornam mais permeaveis, permitindo o extravasamento de
proteinas plasmaticas, como o fibrinogénio — rapidamente convertido em fibrina in situ —
fibronectina, além do contato das células endoteliais com o colageno intersticial (formador de
fibras, no conjuntivo) presente no sub-endotélio. Assim, a lamina basal integra é
transitoriamente substituida por uma matriz provisional facilitadora do processo angiogénico.

Na medida em que 0 processo prossegue e as estruturas vasculares recém-formadas se
ramificam e formam seus lumens, a regeneracao da lamina basal — a base de colageno tipo IV,
nédo-fibroso e formador de redes - e 0 recrutamento de pericitos garantem a estabilidade dos
novos vasos formados. Desta maneira, ndo apenas a acdo de fatores sollveis angiogénicos,
como FGF-2 e VEGF, determina a dinamica da angiogénese, mas o inicio e finalizacdo deste
processo de diferenciacao celular sdo marcados por transicdes bastante tipicas na composicao
matricial (Senger e Davis, 2011).

Ao longo do processo angiogénico, as células endoteliais utilizam diferentes integrinas
capazes de reconhecer 0os componentes da matriz que disparam o evento de diferenciagéo.
Desta maneira, foram identificados importantes papéis para integrinas envolvidas no
reconhecimento da fibronectina — a ser discutida na proxima secdo em maiores detalhes —
como as integrinas a5p1, a4PBl e a9B1 e, muito importantes, integrinas de cadeia av e
reconhecedoras do colageno instersticial (integrinas alp1 e a2f31), molécula fibrosa tipica do
sub-endotélio e que se torna exposto as células apos a degradacdo da ldmina basal (Senger et
al. 1997; Bayless et al. 2000; Mettouchi, 2012).

A perda da adesdo a matriz leva a anoikis - ou apoptose induzida por perda de
ancoragem (Frisch e Francis, 1994). Durante a angiogénese, um dos papéis fundamentais da
MEC é garantir as células endoteliais uma adesdo que seja permissiva & migragdo e
proliferagdo. Nestas células, a sinalizacdo que leva a anoikis esta razoavelmente
compreendida. O processo envolve a ativagcdo de receptores de morte celular (sistema Fas-
FasL), culminando com a clivagem proteolitica da Akt/proteina quinase B (PKB) (Bachelder
et al. 2001). A Akt/PKB é fundamental para a manutencéo da viabilidade celular ao desativar

proteinas pro-apoptaticas, principalmente as da via mitocondrial (Datta et al.1999).
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Os tumores estimulam a neovascularizagdo a fim de fornecer o oxigénio e os nutrientes
necessarios para o seu crescimento e sobrevivéncia (Zhou et al. 2006). A angiogénese tumoral
é estimulada por fatores de crescimento tais como VEGF e FGF e envolve a proliferacdo e a
migracao das células endoteliais para os tecidos privados de nutrientes, especificamente para
as regides adjacentes o tumor seguido pela formacéo dos vasos (Pickup et al. 2014). A MEC
circundante do tumor atua como um reservatorio para fatores pro- e anti-angiogénicos,
formando um gradiente para a migracdo de células endoteliais e promovendo tanto a
sobrevivéncia quanto o crescimento de células endoteliais recentemente recrutadas
(Avraamides et al. 2008; Stratman et al. 2009). A MEC associada a tumores solidos também
favorece a angiogénese através da promogdo da migracdo de células endoteliais e inducdo de
fatores de transcricdo que levam ao aumento da expressdo de receptores de VEGFR2 que
suportam o crescimento e sobrevivéncia de células endoteliais (Mammoto et al. 2009; Liu et
al. 2010).

O crescimento dos gliomas ocorre com um pronunciado remodelamento da MEC do
tecido que o circunda. Este remodelamento matricial acontece de duas formas principais: 1)
degradacdo proteolitica dos componentes do tecido normal adjacente; 2) sintese de novos
componentes matriciais pelas células neoplasicas e estromais. O resultado final destes dois
eventos € a geracao de uma MEC tumoral que difere qualitativa e quantitativamente da MEC
do tecido correspondente nao-neoplasico (Castellani et al. 2002; Jones e Bouvier, 2014)

As células de gliomas migram ao longo de fibras nervosas ou mesmo ao longo de vasos
sanguineos (Bellail et al. 2004; Pallud et al. 2005) usando-os como verdadeiros trilhos para se
locomoverem. Neste Gltimo caso, o glioma estabelece interagdes com a MEC endotelial
apesar de ndo atravessar a parede do vaso para dentro da corrente sanguinea. Em
tumores cerebrais primarios, o acido hialurénico € superexpresso tanto na regido mais interna
do estroma quanto na regido periférica do tumor. As glicoproteinas tenascina-C (TN-C),
trombospondina-1 (TSP-1) e SPARC estdo aumentadas dentro e em torno da parede dos vasos
sanguineos, e desempenham um papel importante naangiogénese tumoral.  Qutros
componentes da MEC cerebral como vitronectina, osteopontina, laminina, fibronectina
e BEHAB/brevican também séo alteradas a fim de modular o crescimento, a proliferagéo e
invaséo do tumor (Higuchi et al. 1993; Zagzag et al. 1995; Vehlow et al. 2013).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0304419X13000383

33

Fibronectina

A fibronectina (FN) é normalmente classificada em duas formas: fibronectina
plasmética (p-FN), uma forma soltvel, produzida por hepatdcitos, que circula na corrente
sanguinea em altas concentragdes, e a fibronectina celular (c-FN), produzida em tecidos onde
é incorporada em uma matriz fibrilar. A c-FN difere da p-FN pela presenca de dominios
adicionais, incluindo o dominio tipo FNIII-B (EDB) e/ou A (EDA), que surgem a partir
de splicing alternativo do pré-mRNA (White et al. 2008; Kostourou et al. 2014).

Esta glicoproteina normalmente apresenta-se como um dimero composto de cadeias
de aproximadamente 250 - 270 KDa cada, ligadas covalentemente por um par de pontes
dissulfeto na regido C-terminal (Figura 3A). Cada mondmero consiste de trés tipos de
maodulos repetidos: repeticdes tipo FN I, FN 11 e FN I11 (Hynes, 1990).

Trés dominios FNIII (EDA, EDB e V) podem ou ndo estar presentes na molécula
devido o splicing alternativo do pré-mRNA. Isoformas de FN compreendendo os dominios
EDA ou EDB sdo conhecidos como isofromas oncofetal, devido a sua importancia no
desenvolvimento e a sua re - expressdo em tumores, contrastando com presenca restrita em
tecidos adultos normais. A andlise imunohistoquimica dos tecidos tumorais de nove GBM e
cinco astrocitomas anaplasico apresentou coloracdo positiva de FN para os dominios EDA e
EDB. Estas isoformas também foram imunolocalizadas na MEC das células tumorais e em
vasos tumorais, mas estavam ausentes no tecido cerebral normal (Kumra e Reinhardt, 2015)

A FN celular regula um amplo espectro de fungdes celulares como: adeséo celular,
migracao, crescimento e diferenciacdo celular. Alguns estudos mostraram que a FN conduz a
montagem de proteinas de MEC incluindo colageno | e I, fibrilina -1, fibulina - 1,
fibrinogénio, TSP-1, e TN-C. A FN ndo é apenas indispensdvel para a iniciacdo destes
conjuntos de proteinas na MEC, mas também para a estabilizacdo de alguns deles. Desta
forma, a FN atua como um organizador mestre da MEC (revisto por Kumra e Reinhardt,
2015). Conjuntos diferentes dos modulos da FN constituem os dominios de ligacdo para uma
variedade de moléculas extracelulares e de superficie celular, entre elas: colageno,
glicosaminoglicanos, fibrina, integrinas, TSP-1 e a propria FN (Kostourou et al. 2014).

Diversos receptores para a FN ja foram descritos, os principais pertencem a familia das
integrinas. A principal integrina envolvida é a a5B1 (receptor classico da FN), mas outras ja
foram identificadas no seu reconhecimento, como as integrinas o4p1, a9B1, a4p7, avps e

avB3. O principal motivo estrutural da FN reconhecido por integrinas ¢ o tripeptideo RGD



34

(Pierscbacher e Ruolslathi, 1984; Takahashi et al.2007). Na regido C-terminal, encontra-se o
principal sitio de ligacdo a heparina na FN (FN Hepll) (McCarthy et al. 1986) e é, na verdade,
um importante sitio de reconhecimento para proteoglicanos de superficie, como o sindecan-4
(Woods e Couchman, 1994). O reconhecimento deste dominio da FN pelo sindecan-4, que
atua como co-receptor nas ades@es focais juntamente com a integrina a5B1, leva a formacéo
de adesdes focais ditas “maduras”, que permitem as células ficarem firmemente aderidas a
MEC. E importante ressaltar que moléculas de FN se agregam extracelularmente para formar
fibrilas insollveis, cuja organizacéo € governada pelas células que as secretam (Schwarzbauer
e DeSimone, 2011). As microfibrilas de FN, extracelularmente, facilitam o direcionamento de
agregados de moléculas de integrinas em d4reas restritas da membrana, ou “clusters”, que
constituem as adesOes focais, das quais partem as fibras de estresse (filamentos de actina
tensionados, com disposi¢cdo em feixes, interligando diferentes pontos de adesdo focal).
Portanto, a FN que induz adesdo forte em células ndo-migratorias € aquela na forma
microfibrilada; ja a FN dispersa ou proteolisada na MEC — evento comum em tecidos
tumorais - tem sido relacionada a indugdo de migracao celular (Schwarzbauer e DeSimone,
2011).

O importante papel da FN na fase do desenvolvimento e, principalmente, na formacéo
do sistema cardiovascular, ficou bastante evidente através de estudos com modelos de animais
knockout, seja para a propria FN ou para seus principais receptores do tipo integrinas, revisto
por Astrof e Hynes (2009). A auséncia de FN leva a defeitos fatais durante a embriogénese,
que variam com o background genético dos animais-modelo, mas que vdo desde falhas no
recrutamento de precursores endoteliais e mesenquimais, passando por defeitos de interacéo
de células endoteliais com células murais e no estabelecimento de redes ramificadas. O fato
de tais defeitos se produzirem em periodos que antecedem o surgimento do fluxo sanguineo
no embrido denotam que os mesmos se devem a falta primaria da proteina, ndo sendo
simplesmente uma consequéncia secundéria resultante de uma forca hemodindmica diminuida
nestes animais. Estudos nos quais foram usados animais que expressavam a FN normalmente,
mas knockout para a expressao de diferentes cadeias de integrinas ligantes de FN mostraram
gue a maioria, se ndo todos os defeitos vasculares observados nos embribes, se devem a falta
da integrina a5B1 (Astrof e Hynes, 2009). No sistema nervoso, a FN tem papel importante na
orientacdo da migracdo de neurbnios corticais durante a vida embrionéria (Thierry et al.
1984).

Apesar de ndo ser verdade para todos os tipos de tumores, um grande numero de

neoplasias evolui com diminuicdo da expressdao de FN. Na verdade, a observacdo de que
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células transformadas com virus oncogénicos expressavam menos de um antigeno, batizado
posteriormente como FN, esteve na base da descoberta desta proteina (Hynes, 1973). A
diminuicdo da expressao de FN por inimeros tipos de cancer, incluindo os gliomas, conferiria
a célula maior liberdade para se destacar do substrato e das células vizinhas. Assim, a reducao
da adesdo parece ser critica/essencial a tumorigénese (Ruoslahti, 1999). Um grupo de
proteinas de MEC de propriedades adesivas opostas as da FN, conhecidas como proteinas

matricelulares, inclui, entre outras, a TN-C.

Proteinas Matricelulares

As proteinas matricelulares sdo um grupo de proteinas da MEC cujo papel ndo seria
propriamente estrutural, mas que influenciam na regulacdo de funcgdes celulares como da
adesdo, proliferacdo, migracao, diferenciacdo e apoptose (Bornstein e Sage, 2002; Bornstein,
2009; Morris e Kyriakides, 2014).

Essas proteinas sdo expressas de forma dindmica e suas funcgdes celulares sdo altamente
dependentes de sinais locais (Wong e Rustgi, 2013). Membros deste grupo incluem as
proteinas SPARC (Secreted Protein, Acidic and Rich in Cysteine), TN-C, osteopontina e as
TSP-1 e TSP-2 (Kyriakides e Bornstein, 2003). Tipicamente, elas sdo expressas em baixos
niveis nos tecidos adultos, mas sdo altamente expressas durante o desenvolvimento e em
resposta a injurias, funcionando como moduladoras das interacdes entre as células e
componentes estruturais da MEC (colagenos, elastina, proteoglicanos etc). Ja foi visto que,
em situagdes injurias como doencgas cronicas ou virais no Sistema Nervoso Central (SNC), os
astrécitos reagem reformulando seu microambiente ao secretar proteinas matricelulares como
SPARC, TN-C, TSPs, entre outras. (Jones e Bouvier, 2014).

As proteinas matricelulares possuem mdaltiplos médulos estruturais que se ligam a
varios receptores de superficie celular, fatores de crescimento, citocinas e proteases e
geralmente levam a perda de aderéncia celular (Bornstein e Sage, 2002). Varios sistemas
experimentais demonstraram a importancia fisiologica da coordenacéo dos sinais gerados pela
MEC na proliferagéo celular e migragdo. A migracdo celular é diminuida em células exibindo
forte adesdo, caracterizada por abundancia de fibras de estresse e adesdes focais. Entretanto,
células com fendtipo totalmente arredondado ndo migram. Assim, a forte adesdo impede a

célula de liberar suas ligacGes entre o citoesqueleto e a matriz extracelular, enquanto a adesao



36

fraca ndo gera a tracdo necessaria para conduzir o movimento de célula. Desta forma,
Murphy-Ullrich (2001) sugeriu que um estado intermediario de adesdo seria mais favoravel a
migracdo celular, sendo as proteinas matricelulares as principais responsaveis por sua
inducdo. A conformacédo celular, em particular uma morfologia aderida e espalhada, é
essencial a sobrevivéncia (Re et al. 1994). Assim, o estado intermediadrio de adesdo
favoreceria ndo apenas a migragdo celular, mas também sua sobrevivéncia através da
manutencdo da morfologia e da sinalizacdo por mediadores anti-apoptéticos intracelulares,
como a quinase de adesdo focal (FAK) (Murphy-Ullrich, 2001).

A desregulada expressdo de proteinas matricelulares foi relatada em muitos tumores
solidos. Anélise imunohistoquimica de amostras tumorais humanas revelaram niveis elevados
de SPARC em astrocitomas, canceres de mama e de pancreas (Huang et al. 2000; Barth et al.
2005; Prenzel et al. 2006). Da mesma forma, a expressdo quantitativa génica e dados de
protedmica identificaram aumento de TN-C em diferentes tipos de tumores (Wikman et al.
2002; Kwon et al. 2009 ; Rocco et al. 2011). A regulacdo positiva aberrante destas proteinas
matricelulares foram correlacionadas com pior progndstico em pacientes com cancer
(Chiodoni et al. 2010) e pode ter implicagdes clinicas importantes no campo do diagnéstico
molecular. Por exemplo, a TN-C foi proposta também como um potencial marcador
diagndstico para certos tipos de cancer como os gliomas e cancer de bexiga devido sua
relagdo com a menor sobrevida do paciente (Mende et al. 2002; Brunner et al. 2004).

Tenascina—C (TN-C)

Tenascinas sdo uma familia de proteinas multiméricas de matriz extracelular (TN-C,
TN-R, TN-W, TN-X). A estrutura primaria compartilha motivos comuns entre 0s subtipos
desta glicoproteina, como as repeticdes amino-terminais, repeti¢des tipo-EGF, dominios tipo
I11 da fibronectina e dominios C-terminais globulares fibrinogénio-like (Hsia e Schwarzbauer,
2005).

A TN-C é uma glicoproteina hexamérica composta por 4 dominios distintos que
permitem a interacdo com outros constituintes da matriz, componentes patogénicos, fatores
sollveis e proteinas da superficie celular; conferindo a capacidade de se ligar a mais de 25
moléculas diferentes identificadas (Giblin e Midwood, 2015). Cada mon6émero contém
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aproximadamente 200 kDa associados covalentemente pelas suas porgGes amino-terminais
ligadas por pontes dissulfeto (Figura 3B). Ela é composta por um dominio N-terminal de
oligomerizacdo, seguido por 14 e Y% repeticbes do tipo EGF (EGF-like), 8 repeticdes
constantes do tipo 111 da FN e 9 repeticdes de tipo 11l que sofrem splicing alternativo, e ainda
1 dominio globular C-terminal de homologia ao fibrinogénio (fibrinogen-like) (Jones et al.
2000; Jones e Bouvier, 2013).

A TN-C foi descoberta na década de 80, de forma independente e simultaneamente por
varios grupos de pesquisa com interesses em diferentes campos como: desenvolvimento
embrionario/neural, cancer e biologia da matriz extracelular (Giblin e Midwood, 2015). Esta
proteina matricelular tem um grande impacto sobre o microambiente através de interacoes
com diversos receptores de superficie celular como integrinas (a2p1, a7f1, a8p1, a9B1,
avPB3, avp6), proteoglicanos de superficie e moléculas de adesdo da familia das
imunoglobulinas, componentes matriciais como fibronectina, heparina e coldgeno, como
também com fatores de crescimento, regulando assim respostas celulares, tais como a
sobrevivéncia, migracdo, proliferacdo e transdiferenciacdo (Tastekin et al. 2014). Durante a
embriogénese, a tenascina-C esta presente no desenvolvimento da vasculatura de Varios
tecidos e 6rgdos (Kaplony et al. 1991; Jones e Bouvier, 2013). A TN-C ¢ expressa
transitoriamente pelas células neurais e ndo neurais durante o desenvolvimento e desempenha
um papel no remodelamento da matriz e no reparo tecidual. Durante o desenvolvimento do
cérebro, a expressdo de TN- C pela glia radial e por subpopulacfes de astrécitos afeta varios
processos, tais como a migracdo celular e proliferacdo, a orientacdo axonal, e plasticidade
sinaptica e no estabelecimento de circuitos neuronais (Nishio et al. 2003; Martineau et al.
2013).

No entanto, na maioria dos tecidos normais adultos, sua expressao é muito reduzida ou
ausente. Muitas condicOes patoldgicas estdo fortemente correlacionadas com o aumento da
expressao de TN-C. Por exemplo, ha uma correlagéo positiva entre a expressao de TN-C e a
ocorréncia de injarias vasculares e cardiacas, além disso, em ateromas, ja estd bastante
demonstrada experimental e clinicamente (Midwood et al. 2011). Estudos sugerem ainda que
a TN-C favorece o acumulo de depdsitos de fibrina intravasculares e, portanto, os quadros de
vaso-oclusdo e trombose (Brellier et al. 2011).

Enquanto nos tecidos adultos estaticos como as cartilagens, ha uma predominancia de
isoformas pequenas de TN-C (como apenas 1 dominio FNIII de splicing alternativo), durante
0 desenvolvimento embriondrio bem como em situa¢Bes patologicas como inflamacéo,

regeneracdo e cancer ha uma expressdo predominante das grandes isoformas (Br€osicke e
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Faissner, 2016). Recentes estudos tém sugerido que as isoformas grandes da tenascina C
podem se correlacionar com progndstico, invasdo e progressdo do cancer de bexiga, do
cérebro, do colon, do pulméo, da mama e linfoma de Hodgkin. Além disso, a presenca destas
isoformas grandes, em alguns casos, também podem indicar recorréncia da doenca e
resisténcia a quimioterapia (Giblin e Midwood, 2015).

No contexto das neoplasias, a TN-C tem um importante papel na proliferacdo da célula
tumoral, metastase e angiogénese tumoral. Muitos trabalhos correlacionam a alta expresséo de
TN-C a uma variedade de tumores invasivos metastaticos incluindo os tumores de colon,
pulmé&o, cérebro e mama. (Tastekin et al. 2014). Em tumores de mama, a expressao de TN-C
parece se correlacionar com os feno6tipos mais invasivos — por exemplo, que expressam mais
metaloproteases, ou com tumores estrogénio-negativos mais agressivos (Hancox et al. 2009;
Guttery et al. 2010). Para alguns tipos de tumores de cabeca e pescoco, a elevada expressao
de TN-C tem sido identificada como fator de mau progndstico e baixa sobrevivéncia (Wang et
al. 2011).

Em gliomas, em geral, a elevada expressdo de TN-C é correlacionada com um
prognostico ruim para o paciente (Leins et al. 2003; Behrem et al. 2005; Wong e Rustgi,
2013). Em astrocitomas de baixo grau e em oligodendromas, a TN-C tem sido encontrada em
localizagdo perivascular e proposta como um marcador de vasos tumorais. No entanto, ndo
existem evidéncias de que as células endoteliais sejam a fonte de TN-C perivascular, que pode
ter sua origem nas células murais (pericitos). Ja no caso particular dos GBM, foco principal
deste trabalho, a elevada expressdo de TN-C pelas células tumorais faz com que a distribuicédo
desta glicoproteina ocorra por toda a massa tumoral e ndo apenas ao redor dos vasos (Leins et
al. 2003; Brosicke e Faissner, 2015).

A TN-C foi incluida recentemente em uma relagdo de 9 genes que possuem valor
preditivo para a malignidade de células de GBM e para o potencial angiogénico (Colman et
al. 2010). No entanto, os mecanismos celulares envolvidos nos efeitos da TN-C sobre o
crescimento tumoral e a angiogénese estdo distantes de serem completamente compreendidos.
Sabe-se que, em células de glioma, a TN-C parece estimular a proliferacdo celular ao
competir com o sindecan-4 por um sitio de ligacdo a fibronectina (Huang et al. 2001;
Brosicke e Faissner, 2015), com o provavel relaxamento da adesdo celular — por
desestabilizacdo das adesOes focais - e ativacdo de diferentes vias de sinalizagcdo, como a via
Erk/MAP quinase (Jones e Jones, 2000). O relaxamento das adesfes focais também foi
implicado na motilidade de células de GBM que expressam elevadas quantidades de TN-C
(Hirata et al. 2009; Brosicke e Faissner, 2015).
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Estudos sobre a evolugéo dos genes da FN e da TN-C indicam que a parceria entre estas
duas moléculas teve como consequéncia mais importante a aquisicdo do sistema vascular
pelos vertebrados (Obberghen-Schilling et al. 2011). Investigacbes sobre a morfogénese
vascular, realizados em modelos de desenvolvimento, também apontam para uma divisao de
tarefas entre estas duas proteinas para o estabelecimento de uma rede vascular funcional
(Obberghen-Schilling et al. 2011). No entanto, o impacto da TN-C tumoral sobre a
morfogénese de vasos nos tecidos neoplasicos, bem como a sinalizacdo celular envolvida

neste processo, sao tépicos ainda pouco conhecidos.

Figura 4 - Estrutura dos monémeros da Fibronectina e da Tenascina-C
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formando um hexamero, 14,5 repeticGes da regido EGF-like, 8 repeticbes tipo Il da fibronectina
constantes e mais de 9 originadas por splicing (A1-D), regido fibrinogénio-like.
Fonte: Adaptado de Obberghen-Schilling et al. 2011.

Integrinas

As integrinas sdo proteinas de adesdo, heterodiméricas e transmembranares que
acoplam o citoesqueleto de actina ao microambiente extracelular transmitindo
bidirecionalmente sinais essenciais na adesdo, migracao, diferenciacdo e sobrevivéncia celular
(lwamoto e Calderwood, 2015).

Estas proteinas sdo formadas pela ligacdo ndo covalente de uma cadeia a e uma cadeia
B. A espécie humana possui 18 tipos de cadeia a e 8 tipos de cadeia B que combinam
originando 24 diferentes aff heterodimeros. O dominio extracelular das integrinas liga
especificamente a proteinas da matriz, receptores de superficie celular ou proteinas sollveis e
sua cauda citoplasmatica é capaz de recrutar moléculas acessorias, como a talina, a vinculina
e a paxilina, que acessoram a reorganizacéo do citoesqueleto de actina, contribuindo para um
aumento na forca de adeséo celular (Campbell e Humphries, 2011; Morse et al. 2014).Assim,
as interacdes mediadas por integrinas podem ser fracas e transitérias ou fortes e duraveis,
como no caso da adesdo focal (Friedl e Wolf, 2003, Seguin et al, 2015).

As principais proteinas de matriz extracelular reconhecidas por integrinas incluem a
fibronectina (FN), a qual ¢ reconhecida pela integrina a5B1, o colageno, que ¢ reconhecido
pela integrina 021, a laminina, reconhecida pela integrina a6p4 e a vitronectina, reconhecida
pela integrina avp3. Além disso, integrinas como avp3 e principalmente 0a9p1 sdo capazes de
se ligar a proteina matricelular tenascin-C (Friedl e Wolf, 2003, Seguin et al. 2015).

A ativacgdo das integrinas é o processo pelo qual seus heterodimeros sofrem alteracfes
conformacionais para aumentar a afinidade do ectodominio com o ligante extracelular. A
natureza deste rearranjo parece controversa e pode variar entre os heterodimeros (Xiong et al,
2009). No entanto, a maioria dos estudos concorda que a ativacdo envolve a separacdo das
subunidades o e B (Lau et al. 2009; Zhu et al. 2009; Yang et al. 2009 e Kim et al. 2012)
desencadeada pela ligacdo da proteina talina a cauda citoplasmatica da subunidade f3
(Calderwood et al. 2013; Anthis et al. 2009).

Embora a talina seja apontada como o ativador-chave para a maioria das integrinas,

proteinas adicionais podem contribuir positivamente ou negativamente para ativacdo de
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integrinas (Morse et al. 2014). Entre outros ativadores, a familia das kindilinas ( kindilina-1,
kindilina-2 e kindilina- 3 ) recebem maior atencdo (Calderwood et al. 2013; Ye et al. 2014) .
Estudos com knockout, knockdown, mutagénese e mutacbes de doencas humanas
confirmaram que as kindilinas desempenham papéis importantes na facilitacdo da adesao
mediada por integrinas. Estudos bioquimicos indicam que kindilinas cooperaram com talina
(Calderwood et al. 2013; Ye et al. 2014), no entanto seus mecanismos de agdo sdo menos
compreendidos e tem sido sugerido que as kindilinas promovem o clustering (Ye et al. 2013)

e o trafego de integrinas (Margadant et al. 2012; Bottcher et al. 2012).

Figura 5- Principais mecanismos que regulam a adesdo celular mediada por integrina
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Legenda: A ligagdo da talina ativa conformacionalmente a integrina para aumentar sua afinidade com o ligante
extracelular e promove o clustering de integrinas com aderéncia de alta avidez a matriz extracelular. A
talina liga-se aos filamentos de actina para promover interacdes com o citoesqueleto reforgando a ades&o,
junto com outras proteinas adaptadoras de adesdo. As integrinas podem ser internalizadas tanto na sua
forma ativa ou inativa por endocitose .

Fonte: Adaptado de lwamoto e Calderwood, 2015.
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Sinalizacéo Celular no Controle da Angiogénese

A angiogénese € um processo fisioldgico, muito bem regulado, que leva a formacao de
novos vasos e desestabilizacdo dos vasos pré-existentes (Carmeliet e Jain, 2011). Durante a
angiogénese, as células endoteliais recebem maultiplas informagdes do seu microambiente, que
as levam eventualmente a ingressar no processo de diferenciacdo celular para formacdo de
vasos. Sinais angiogénicos promovem a proliferacdo, migracdo, resisténcia a apoptose como
também mudancas no balanco proteolitico e na organizacdo do citoesqueleto, atraves de
etapas que culminam na formac&o de estruturas com IUmen capazes de carrear sangue para 0S
tecidos (Senger et al. 2011). Falhas nesta regulacdo estdo envolvidas em Varios processos
patoldgicos que podem ser caracterizados por uma angiogénese irregular (Carmeliet e Jain,
2011; Katoh, 2013; Gai et al. 2015).

Nas Ultimas décadas, muitos conhecimentos foram acumulados sobre as vias de
sinalizacdo ativadas durante a angiogénese. Fatores angiogénicos como, por exemplo, VEGF
e FGF sdo ativadores conhecidos de proliferacdo das células endoteliais. Outros mediadores
soltveis como as metaloproteases de matriz (MMPs) estdo implicadas no remodelamento da
MEC como também em vias de sinalizacdo que levam a regulacdo da migracao e proliferacdo
das células endoteliais (Gai et al. 2015).

Além disso, a interacdo destas células endoteliais com a MEC através integrinas é
extremamente importante para a eficiente ativacao de vias de sinalizacdo como a da MAPK,
ERK1/ERK2 (Giancotti e Ruoslahti 1999; Mettouchi 2012) (Figura 4). A interacdo MEC-
integrina é crucial para o estabelecimento da polaridade da célula endotelial, formacéo de
vacuolo intracelular e coalescéncia, que tambem estdo envolvidos na formacdo de lumem
(Zovein et al. 2010; Davis et al. 2003; Iruela-Arispe et al. 2009).

Recentemente, foi observado a contribuigdo de vesiculas extracelulares (VEs)
secretadas por diferentes tipos celulares na angiogénese. Estas vesiculas podem induzir
alteracOes epigenéticas nas células endoteliais, fornecendo os lipidos biologicamente ativos
como também proteinas/receptores celulares. Além disso, podem transportar RNA
extracelular capaz de modificar o fenotipo e funcdo das células receptoras (Camussi et al.
2015; Gai et al. 2015).
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Figura 6 — Integracéo de vias de sinalizagédo envolvidas na angiogénese
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Fonte: Adaptado de Riiegg e Mariotti, 2003.

Sinalizacédo dependente de Proteinas Quinase C (PKC)

As células contém inumeras vias de transdugdo de sinal que respondem a sinais
extracelulares (ligantes) para regular ou modular a expressdo de genes. Os sinais
extracelulares ligam-se ao dominio extracelular de receptores, ativando-os. Estes receptores
ativados sdo capazes de alterar a quantidade ou distribuicdo intracelular de mensageiros
secundarios. Nestas vias intracelulares de transducdo de sinal, a fosforilagdo de residuos de
serina (Ser), treonina (Thr) e tirosina (Tyr) de proteina quinases € um dos processos mais
versateis do crescimento celular e funcionam por meio da ativacéo de proteinas-alvo (Kang et
al. 2012)

As proteinas quinases C (PKC) sdo uma familia de quinases que fosforilam os residuos

de aminoécidos serinas e treoninas. As PKCs foram inicialmente identificadas como uma
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proteina quinase dependente de célcio e fosfolipidio. Entretanto, pelo menos dez isoenzimas
foram encontradas em mamiferos e agrupadas de acordo com sua homologia estrutural e
caracteristica de ativacdo (Figura 7). No Grupo 1, as isoenzimas "classicas™ (cCPKCs) incluem
as PKCs o, BL BII, e y sdo dependentes de calcio para sua ativacdo e ativadas por
diacilglicerol (DAG) ou pelo seu anélogo, o éster de forbol (PMA); no Grupo 2, as PKCs
"novas" (nPKCs), encontramos as PKCs 9, €, 1, e 6 que também sdo ativadas por DAG porém
sdo independentes de célcio. E constituindo o Grupo 3 estdo as PKCs "atipicas" (aPKCs),
compostas por e A/t sdo insensiveis a PMA/DAG e independentes de célcio), podem ser
ativadas por diferentes lipideos como, por exemplo, a ceramida ( Wray et al. 2008; Carmo, et
al. 2013).

O dominio regulatério da PKC contém dois modulos conservados; o dominio Cl e o
C2, eles podem se ligar a diferentes ativadores (Ono et al. 1989). O dominio C1 possui uma
regido semelhante ao substrato de PKC que atua como um pseudosubstrato, de carater
regulatorio (Soderling, 1990). Nesta regido também estdo os dominios semelhantes a zinc
finger, que sdo importantes para ligacdo a DAG e PMA (Nishizuka, 1995; Pan e Coleman,
1990; Bell e Burns, 1991). Os sitios de ligacdo ao Ca** ficam na regido C2. Diferemte das
PKCs convencionais, o0 dominio C2 das PKCs “novas” ndo possui aminoéacido para a ligacao
de Ca?*, enquanto que as PKCs atipicas nio possuem o dominio C2 inteiro e contém apenas
um anel rico em cisteina no dominio C1 (Nishizuka, 1992; Schenk e Snaar-Jagalska, 1999;
Shirai e Saito, 2002).

O dominio catalitico fica na posicdo C-terminal e é composto pelo sitio de ligacdo a
ATP (dominio C3) e o sitio de ligacdo ao substrato (dominio C4). Ao serem ativadas, as
diferentes isoformas da PKC translocam para compartimentos sub-celulares especificos (Kraft
et al. 1982) e se ancoram a proteinas adaptadoras que sdo isoenzimas especificas
denominadas de Receptor for activated C kinase (RACK). Além disso, as RACKs também
sdo responsaveis por coordenar a interacdo das PKCs com seus substratos e proteinas de
sinalizacdo, conferindo maior atividade catalitica e especificidade (Mochly-Rosen e Gordon,
1998; Khaner e Lopez, 1991).

Atualmente sabe-se que a ativagdo das diferentes isoformas de PKC estd envolvida em
diversos eventos celulares, como: proliferagdo (Matsuura et al. 2004), diferenciagédo (Klug et
al. 1996), apoptose (Kraft et al. 1982; Nishizuka, 1988; Keranen et al. 1995), adesdo celular,

migracao (Ron e Kazanietz, 1999), secre¢do (Sonnenburg et al. 2001).
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Apesar de ja estar estabelecido que a ativacao da proteina quinase C (PKC) é necessaria
para o crescimento, migracdo, adesdo das células endoteliais, como também para a formacao
de vasos, o papel individual de cada isoforma de PKC nestes eventos ndo esta bem definido.
Esta dificuldade ocorre devido a natureza altamente conservada, principalmente, do dominio
catalitico dessas isoformas, o que dificulta a especificidade dos inibidores. Assim, diferentes
isoformas de PKC podem induzir aumento de expressdo de VEGF em células ndo- vasculares
em condic¢des patoldgicas como diabetes, isquemia e tumorigénese. Este aumento de VEGF
estimula a angiogénese endotelial por um mecanismo parécrino (Kawata et al. 2001; Shih et
al. 1999; Suzuma et al. 2002; Young et al. 2005). Wang e colaboradores (2002)
demonstraram, através do uso de um oligonucleotideo antisenso especifico para PKCa, que a
inibicdo da PKCa em células endoteliais diminui a migracdo, adesdo e formacdo do tubo in
vitro além de inibir a neovascularizacdo do miocardio apds uma isquemia in vivo. Xu e
colaboradores (2007) demonstraram que a super-expressdao de PKCa, em células endoteliais,
estimula a produgdo de VEGF, aumentando a formacgéo de estruturas tubulares in vitro por

uma via autocrina.

Figura 7 - Representacdo esquematica das estruturas e da classificacdo das isoformas de PKC

Dominio Regulatério Dominio Catalitico
DAG/phorbol | | Calcium ATP binding | | Substrate binding
ester binding binding ) o .
Zinc finger Calcium v e .,
Convencionais ™ -| (= I E-— ﬁ —m C4 -C
Vi l V2 Vi V4 Wh
Pseudosubstrato l'
Hinge
Atipi — -li | |

MNature Reviews | Cancer

Legenda: A PKC possui 4 dominios conservados (C1-4): C1 contem 1 ou 2 motifis que formam o sitio de
ligagdo do diacilglicerol ou éster de forbol. C2 contém o sitio de ligacdo para os cidos lipidicos e de
calcio. C3 e C4 formam o sitio de ligacdo ao ATP e de substrato da unidade catalitica. O dominio C2
das PKCs novas ndo possui aminoacidos para a ligacéo ao calcio. As PKCs atipicas tém somente um
motivo rico em cisteina e o sitio de ligacéo do éster de forbol ndo foi detectado.

Fonte: Mackay e Twelves, 2007.
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Figura 8 - Esquema proposto para ativacdo das diferentes isoformas de PKC
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Legenda: (A) Ativacdo das diferentes isoformas de PKC em resposta ao acoplamento do ligante ao receptor.
(B) Cinética de ativacdo e distribuicdo subcelular das isoformas de PKC
Fonte: Arkajyoti Mukherjee et al. 2016.
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Sinalizacéo dependente de VEGF

Diversas vias de sinalizacdo controlam o comportamento das células endoteliais durante
0 sprouting angiogeénico, incluindo TIE2 e a sinalizagdo Notch. No entanto, a secrecdo de
fator de crescimento endotelial vascular-A (VEGF-A), também conhecido como fator de
permeabilidade vascular (VPF) € o principal regulador da formacdo de novos vasos
sanguineos durante o desenvolvimento, crescimento e patologias (Shane e Stainier, 2011).

O VEGF-A é o membro mais bem caracterizado de uma familia de glicoproteinas
homodiméricas, que inclui fator de crescimento placentario (PIGF), VEGF-B, VEGF-C e
VEGF-D. Durante a angiogénese, VEGF-A se liga ao receptor VEGFR2, também conhecido
como KDR e FIk1, e ativa multiplas vias de sinalizacdo através de intermediarios, tais como
proteinas quinases ativadas por mitdégenos (MAPKS), fosfatidilinositol 3-quinases (PI3Ks),
AKT, e fosfolipase Cy e small GTPases. Como resultado, a sinalizagdo de VEGF promove a
proliferacdo das células endoteliais, extensdo de filopodios, a degradacdo da matriz
extracelular e quimiotaxia (Lohela et al. 2009).

A expressdo de VEGF-A ¢é regulada principalmente por hipoxia, assim, a angiogénese é
iniciada rapidamente em resposta a deficiéncia de oxigénio nos tecidos durante
desenvolvimento, crescimento e situacdes patoldgicas. Consequentemente, ratos heterozigotos
VEGF-A + / - manifestam graves defeitos vasculares e morrem por haploinsuficiéncia. Da
mesma forma, letalidade embrionaria e rede vascular deficiente sdo observados em ratos
knockout para VEGFR2 (Koch e Claesson-Welsh, 2012; Shalaby et al. 1995). O splicing
alternativo do transcrito VEGF-A déa origem a um namero de variantes da proteina que tém
diferentes func6es e biodisponibilidade durante a morfogénese dos vasos sanguineos (Koch e
Claesson-Welsh, 2012). Por exemplo, a isoforma ligante de heparan-sulfato, VEGF-A 165
(VEGF-A 164 em ratos) é associada a matriz extracelular e forma gradientes que promovem a
extensdo de filopodia, a migracdo direcional de células endoteliais e a ramificacdo de vasos
sanguineos. Em contraste, VEGF-A 121 (VEGF-A 120 em ratos) é incapaz de se ligar a
heparan-sulfato, influencia na proliferagdo das células endoteliais, mas ndo na migracdo
(Ruhrberg et al. 2002). Além disso, variantes de VEGF-A com alteracdo na regido carboxi-
terminal possuem habilidades muito reduzidas de ativar VEGFR2. Assim, a regulagédo
espacial da producdo de diferentes isoformas de VEGF-A é um ponto-chave de controle
durante a morfogénese dos vasos sanguineos (Kawamura et al. 2008).
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Além do VEGFR2, o VEGF-A se liga ao receptor VEGFR1 (codificada pelo FLT1),
que tem uma maior afinidade para VEGF-A que do que o VEGFR2, mas possui fraca
atividade tirosina quinase. Assim, o VEGFR1 ¢ considerado um “receptor-isca” que neutraliza
a sinalizacao pré-angiogenica. Além disso, o processamento alternativo de VEGFR1 gera uma
isoforma secretada e cataliticamente inativa, 0 VEGFR1 soltvel (sSVEGFR1) que atua como
um dissipador de VEGF-A livre (Shane e Stainier, 2012). Outros membros da familia do
VEGF, tais como PIGF e VEGF-B, ligam-se seletivamente ao VEGFR1, no entanto, seu papel
funcional durante o desenvolvimento vascular ndo é claro. (Shane e Stainier, 2012).

O VEGF-C ¢ outro fator determinante emergente de desenvolvimento vascular. O seu
receptor, VEGFR3 (codificado por FLT4) é uma peca-chave bem conhecida que participa da
linfangiogenese (Nilsson I, et al. 2010). No entanto, a sinalizacdo VEGFR3 também regula
positivamente angiogénese. Em particular, o VEGFR3 é altamente expresso nas tip cells e é
necessario para o sprouting das células endoteliais em camundongos e peixe-zebra.
(Tammela, et al. 2008) Além disso, evidéncias recentes indicam que o VEGF-C promove a
montagem de heterodimeros de VEGFR2-VEGFR3 que sdo enriquecidos em tip cells e
influenciam positivamente o sprouting angiogénico. Assim, a correta expressdo espaco-
temporal do VEGFR3 é um importante determinante da funcdo das tip cells (Tammela et al.
2008; Siekmann e Lawson, 2007; Nilsson, et al. 2010)

Sinalizacdo Notch-DIl4: modulacdo dos fenétipos endoteliais lider (tip cell) e da haste
(stalk cell)

A angiogénese requer o desenvolvimento de forma hierarquica da rede vascular
submetida a expansdo radial e anastomose para formar um circuito fechado. A ramificacao
vascular é alcancada por um coordenado comportamento das células endoteliais que se
tornam células lideres (tip cells) e células que compdem a haste (stalk cells). Tal organizacdo
esta sob o controle da sinalizagdo DIl4-Notch, que estabelece uma hierarquia na receptividade
das celulas para o VEGF-A (Mettouchi, 2012).

O estabelecimento de um padrdo ramificado requer a especializacdo funcional das
células endoteliais em "tip" e "stalk”, em resposta ao VEGF-A (Gerhardt, et al. 2003). Estas
populacbes de células sdo caracterizadas por apresentarem distintos fenotipos, posi¢des

diferentes no broto nascente e uma capacidade de resposta hierarquica ao VEGF-A. As
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celulas tip distinguem-se por vérias caracteristicas: (1) a sua posi¢do de lideranga no novo
ramo vascular; (2) uma maior capacidade de resposta ao VEGF-A, devido a uma maior
expressao de VEGFR2; (3) um fendtipo altamente mdvel e (4) formacdo de numerosos
filopddios que detectam a composi¢do ambiental a fim de orientar o crescimento do vaso em
direcdo ao VEGF-A e outras pistas atraentes (Mettouchi, 2012). As células stalk, células que
seguem as células lideres, tém uma capacidade proliferativa mais elevada e, portanto,
constituem os elementos de construcdo do ramo vascular. Eles contribuem para o
alongamento sustentado do ramo e o estabelecimento do lumen. (lruela-Arispe et al. 2009 ;
Gerhardt et al. 2003).

Os fenotipos tip e stalk ndo sdo situagcdes permanentes, mas estados bastante dindmicos.
De fato, as células de ponta e do broto competem constantemente umas com as outras pela
posicdo de lideranca de acordo com a sua sensibilidade para o VEGF-A (Jakobsson et. al.
2010; Arima et al. 2011). A adequada relacdo entre o numero de células tip e stalk em
conjunto com um balango regulado entre a proliferacdo de células stalk e a migracdo de
células tip sdo necessarias para formar o nivel adequado de complexidade da rede vascular
(Mettouchi, 2012). A especificacao das células endoteliais em tip ou stalk esta sob o controle
de vias de sinalizagéo intrinsecamente interligadas como as vias VEGF- A e DIl4 - Notch. O
envolvimento dessas vias tem sido firmemente estabelecido em diferentes contextos, como
em estudos da angiogénese tumoral, angiogénese pos-isquemia e desenvolvimento da
angiogénese em peixe-zebra e retina de camundongos (Al Haj Zen A. et al, 2010)

A via Notch envolve a interacdo entre o ligante Jagged ou DII4 e o receptor Notch da
célula adjacente (Kopan et al. 2009; Phng e Gerhardt, 2009). O VEGF-A estimula o destino
tip das células, enquanto Notch restringe esse destino por um mecanismo de inibicdo lateral
que leva as células em direcdo a um comportamento stalk. O VEGF-A presente como um
gradiente angiogénico no tecido, se liga aos receptores de VEGFR2 na superficie de células
endoteliais.

A sinalizagdo do VEGFR2 aumenta expressdo de DII4, disparando sua maéaxima
expressao na frente vascular, em células tip (Lobov et al. 2007; Suchting et al. 2007). Uma
vez exposto na superficie da célula, o DII4 se ligara ao receptor Notch expresso pelas células
adjacentes e provocara a sua ativagdo. A ativacdo da Notch envolve o processamento
proteolitico do seu dominio intracelular, que transloca para o nucleo e controla a expressao de
genes alvo (Kopan et al. 2009; Phng e Gerhardt, 2009). Este controle transcricional regula o
nivel de expressdo dos receptores de VEGF e consequentemente a capacidade de resposta ao

fator VEGF-A. Desta forma, a ativacdo de Notch leva a uma diminuicdo da expressdo de
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VEGFR2 e de DII4 (Suchting et al. 2007; Williams et.al. 2006) como também o aumento dos
niveis de VEGFR1 (Suchting et al. 2007; Harrington et al. 2008; Funahashi et al. 2010).

O VEGF-A se liga com alta afinidade ao receptor VEGFR1 que possui atividade de
sinalizacdo deficiente e, portanto, antagoniza a sinalizacdo do VEGFR2. Essa configuracédo
permite o0 estabelecimento de uma hierarquia em resposta ao VEGF-A entre as células
endoteliais tip, que expressam DIl4 e niveis mais elevados de VEGFR2 sendo, portanto
altamente sensivel ao VEGF-A e as células stalk, que expressam baixos niveis de DIl4 e
abrigam pobres atributos de resposta ao VEGF-A. A perda de expressao DII4 ou da atividade
Notch leva a uma improdutiva angiogénese caracterizada pelo desenvolvimento andrquico da
rede vascular, que apresenta brotamento ectdpico e falta de um lamen funcional (Noguera-
Troise et al. 2006; Siekmann e Lawson 2007; Mettouchi, 2012)

Figura 9 - Via de sinalizacdo Notch —DIl4 d VEGF na selecéo de células tip
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do VEGF e Notch-Dll4
Fonte: Mats Hellstrom et al. 2007.
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Sinalizagédo dependente de FGF

Fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs) e seus receptores tirosina quinase
(FGFRs) compreendem a mais diversificada familia de sinalizacdo de fatores de crescimento.
Em camundongos e seres humanos, 22 ligantes FGF e quatro receptores tirosina-quinase de
elevada afinidade foram identificados. Suas atividades bioldgicas abrangem varios aspectos
do desenvolvimento embrionario e patologias (Murakami, 2008; Antoine et al. 2005)

FGFs sdo mitdgenos de largo espectro e estimulam uma ampla gama de funcbes
celulares, incluindo a migragéo, proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia. Embora seja
relatado que as células endoteliais da veia umbilical humanas expressam FGF-1, -2, -5, -7, -8,
-11, -12, -16 e -18 in vitro, a diferenca funcional entre estes fatores de crescimento ainda nao
estd muito bem esclarecida. FGFs sdo produzidos por diversos tipos celulares e as células
endoteliais sdo um dos principais alvos dos FGFs (FGF-1, -2, -4 e -5) que apresentam
atividades angiogénicas in vivo (Antoine et al. 2005; Corti et al. 2013).

Existem quatro receptores de alta afinidade conhecidos para FGF: FGFR1 - FGFR4,
gue sdo proteinas transmembrana, contendo dois ou trés dominios extracelulares
imunoglobulina (lg), uma regido de carater acido, uma regido de ligacdo a heparina, um
dominio transmembranar e um dominio intracelular tirosina (Eswarakumar 2005). O
processamento alternativo gera mdltiplas isoformas de FGFRs. De particular importancia é o
processamento da metade carboxi-terminal do dominio I11- Ig, o qual produz as isoformas Il1b
e lllc e determina a especificidade de ligacdo para FGFs diferente. Este evento de
processamento alternativo € regulado de maneira tecido especifico. Em células endoteliais,
FGFR é predominante FGFR1lllc. No entanto, a expressdo do FGFR2llIc, R3llic e R4
também j& foram descritas com uma observacdo in vitro (Nourse et al. 2007; Corti et al.
2013).

Os sindecans, membros de uma familia de quatro proteoglicanos de heparan-sulfato
(HSPGs), compreendem uma classe distinta de receptores nao-tirosina quinase para o FGF.
Esses proteoglicanos foram originalmente identificados como co-receptores para 0s receptores
FGFRs, e uma riqueza de evidéncias apoia a nogdo de que os sindecans facilitam a formacgéo
do complexo de sinalizacgdo FGF - FGFR. Para comegar, o sindecan-4 aumenta
significativamente a afinidade de FGF2 ao FGFR1 tanto em ensaio celulares como ensaios de
interacdo livres de células (Murakami et al. 2008)

Apo6s a formacdo dos clusters de sindecan-4, a proteina Racl € ativada, as celulas

endoteliais entdo formam protrusdes na membrana, e posteriormente, sdo submetidas a
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migracdo direcional (Tkachenko et al. 2005; Kovacevic et al. 2012). Estudos recentes
sugerem que em um estado unclustered do sindecan-4 suprime a ativagcdo de Racl e a
migracdo celular, provavelmente via sinectina (Tkachenko et al. 2006; Chittenden et al.
2006). Ratos knockout para sinectina estdo associados com um coracdo de tamanho menor
tamanho e com a reducgéo do volume e da complexidade da vascularizacdo arterial que podem
ser reflexo da funcdo anormal de Racl (Chittenden et al, 2006).

Outro evento importante de sinalizacdo controlado pelo sindecan-4 € a ativacdo da
proteina quinase Ca (PKCa). Esta ativagdo presumivelmente ocorre apos a ligacao direta da
PKC a a cauda citoplasmatica do sindecan-4 e requer a ligacdo de PIP2 (Keum et al. 2004).
Em circunstancias normais, o sindecan-4 ¢ fosforilado (Ser183) pela PKC3. A exposi¢do ao
FGF2 leva a desfosforilacdo deste sitio que, por sua vez, permite a oligomerizacdo do
sindecan-4, a ligagdo de PIP2, e ativagdo de PKCa. As consequéncias desta ativagdo de PKCa
em células endoteliais incluem o aumento da atividade angiogénica e ativacdo de éxido nitrico
sintase endotelial (eNOS) (Tkachenko et al, 2005; Murakami et al. 2008).

Figura 10 - Modulacéo da atividade da PKC o dependente de Sindecam-4
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Legenda: Sob normais circunstancias, o sitio ser 183 é fosforilado pela PKC8. Entretando a exposi¢do ao FGF2,
resulta na desfosforilacdo deste sitio e permite a oligomerizacdo do sindecan-4, ligacdo do PIP2 e
ativacdo de PKCa.

Fonte:Adaptado de Tkachenko et al. 2005
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Sinalizacdo por Microvesiculas

Vesiculas extracelulares (VES) sdo fragmentos celulares liberados por células normais
ou tumorais, viaveis ou danificadas, quando submetidas a estados de ativacao celular, os quais
incluem crescimento e proliferacdo celulares, ou ainda, ao processo de morte celular por
apoptose (Freyssinet, 2003).

Este grupo de vesiculas inclui: (i) exossomos, que sdo liberadas a partir da fuséo de
corpos multivesiculares com a membrana plasmatica, possuem entre 30 e 150nm de
didmetro; (ii) microvesiculas, que se formam a partir do desprendimento de protrusdes que
surgem na superficie da célula, possuem um didmetro entre 100 e 2000 nm e, sdo
encontradas na literatura com diferentes nomes, por exemplo, microvesiculas derivadas de
plaquetas ativadas sdo atualmente mais conhecidas como “microparticulas”, enquanto aquelas
liberadas por leucocitos polimorfonucleares ativados sdo freqientemente chamadas de
“ectossomos”; (iii) corpos apoptéticos sdo liberados mediante a fragmentacdo de células em
apoptose, possuem aparéncia mais heterogénea, com diametro variando entre 50 e 5000nm
(Vader et al. 2014; Hina et al. 2016).

Figura 11 - Representacdo esquematica dos subtipos de vesiculas extracelulares
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Legenda: Os exossomos sdo formados a partir do brotamento da membrana de endossomos formando 0s corpos
multivesiculares e sdo liberados pela fusdo com a membrana plasmatica. Microvesiculas sdo formados
através de brotamento direto da membrana plasmatica. Os corpos apoptoticos, que se formam por
vesiculagdo da membrana plasmatica de células em apoptose, sdo heterogéneos e podem conter
fragmentos nucleares e de organelas citoplasmaticas.

Fonte: Adaptado de Hina et al. 2016.
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A liberacdo de vesiculas extracelulares pode ocorrer por diversos tipos de estimulos,
porém todos levam ao aumento nas concentracbes de célcio intracelular (Raposo e
Stoorvogel, 2013). Os mecanismos envolvidos na liberacdo de microvesiculas a partir da
membrana plasmatica ou da mobilizacdo de corpos multivesiculares para a periferia da célula,
sua ancoragem e fusdo com a superficie da célula ainda sd&o pouco compreendidos. No
entanto, j& estd descrito que estes processos requerem a associacao do citoesqueleto (actina e
microtibulos) com motores moleculares (miosinas e cinesinas), small GTPases e com a
maquinaria de fusao celular (SNARES) (Cai et al. 2007; Savina et al. 2002).

Entretanto, a funcdo destas vesiculas extracelulares na comunicagdo celular requer
também a capacidade de interagir com células-alvo, provavelmente através de moléculas de
adesdo presentes nas VES, para entregar seu contetdo. Apos sua ligacao as células receptoras,
as VEs podem permanecer estavelmente associada com a membrana plasmatica ou dissociar-
se; fundir diretamente com a membrana ou ser internalizada através de distintas vias de
endociticas (Figural2). Quando endocitadas, as VES podem subsequentemente se fundir a

membrana endossomal ou ser direcionadas para degradacdo nos lisossomos.

Figura 12 - Mecanismos de transferéncia do contetdo das VES
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Legenda: As VEs podem ativar a sinalizacéo celular através de interacGes fisicas entre ligante /receptor ou
através da fusdo com as células alvo. Eles podem também ser sujeita a endocitose ou liberar o seu
contelido para o espaco extracelular.

Fonte: Adaptado de Turturici et al. 2014.
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As VEs desempenham um papel importante na comunicacdo célula-célula tanto em
processos fisiologicos como patolégicos ao liberarem moléculas de sinalizacdo
biologicamente ativas. De fato, estas vesiculas podem conter proteinas citoplasmaticas, acidos
nucleicos, receptores de superficie celular e proteinas que interagem com os rafts lipidicos
(Lotvall et al. 2014). Estudos recentes demostraram a importante participagdo das vesiculas
extracelulares na comunicacgdo celular durante o desenvolvimento, bem como na resposta
inflamatdria e no crescimento tumoral (Virgintino et al. 2012).

Como ja mencionado anteriormente, a angiogénese é essencial para a sobrevivéncia das
células tumorais e, o crescimento descontrolado da massa tumoral leva a uma reducdo do
nivel de oxigénio no microambiente circundante. A hipoxia tumoral desempenha um papel
importante na estimulacdo da formacgdo de novos vasos e na liberacdo de vesiculas que irdo
ajudar a sustentar a vascularizacdo do tumor (Wysoczynski e Ratajczak, 2009; Park et al.
2010). Esta hipdtese ¢é suportada pela observacao de que Rab22a, uma GTPase que controla o
shedding das vesiculas a partir da membrana plasmatica, é regulado por fatores de inducédo de
hipoxia (HIFs). Além disso, a superexpressdo desta proteina aumenta a formacdo de
metastases, enquanto o seu silenciamento prejudica a disseminacdo do tumor (Wang et al.
2014).

Estudos "in vitro" e "in vivo" demonstraram que as microvesiculas derivadas de células
tumorais e de plaguetas podem participar de eventos angiogénicos pela transferéncia de um
conjunto de fatores pré-angiogenicos como fatores de crescimento (VEGF, bFGF, PDGF),
receptores de quimiocinas (CCR5, CXCR4), e metaloproteases de matriz (MMP2, MMP9)
tendo como alvo as células endoteliais e/ou células progenitoras endoteliais (EPCs)
contribuindo para regular o reparo vascular, o sprouting angiogénico, e a invasao tumoral
(Boulanger e Tedgui, 2005; Mause, et. al 2010).

O desprendimento de VEs de células tumorais esta positivamente correlacionado com a
malignidade do tumor e inducdo da migracdo de celulas endoteliais in vitro e in vivo (Kim et
al. 2002). As células endoteliais podem também liberar VEs que contribuem, em conjunto
com outros estimulos, para a atividade angiogénica e crescimento de microvasos. Sob
estimulos de VEGF e bFGF, as HUVECs liberam microvesiculas contendo MMP/TIMP que
estdo possivelmente envolvidas no controle autocrino do crescimento vascular (Taraboletti et
al. 2002).
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Figura 13 - Representacdo esquematica do painel de moléculas que podem ser transportadas
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Legenda: Vesiculas extracelulares podem conter diferentes moléculas de sinalizagéo celular.
Fonte: Dignat-George e Boulanger, 2011.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral

Avaliar o papel da MEC de glioma, rica em TN-C, na morfogénese vascular

subfuncional caracteristica destes tumores, com énfase na sinalizacdo celular que resulta no

defeito da tubulogénese, bem como a participacédo das células apoptdticas neste processo.

1.2 Objetivos Especificos

a)

b)

f)

Investigar a expressdo diferencial e a regulacdo de receptores de adesdo de células
endoteliais incubadas sobre as diferentes matrizes imobilizadas, livres de células, com
énfase em integrinas e no proteoglicano sindecan-4;

Investigar o papel da sinalizagdo através do eixo FGFR1< sindecan-4, bem como de
receptores de VEGF, na diferenciagdo angiogénica modulada por matrizes de
astrocitoma;

Aprofundar os estudos sobre o papel da PKCa e sua regulagdo, nos efeitos da matriz
extracelular de astrocitoma na capacidade tubulogénica de células endoteliais.

Estudar o possivel papel da MEC de astrocitoma, ricas em TN-C, na selecdo de
subpopulacdes endoteliais compativeis com o fenétipo de células lideres;

Investigar o papel das vesiculas extracelulares secretadas pelas células endoteliais
semeadas sobre as diferentes matrizes imobilizadas, livres de células, na migracédo e na
tubulogénese.

Executar o sequenciamento transcricional global (analise transcriptbmica) de células
endoteliais pré-incubadas com diferentes matrizes, de forma a gerar subsidios para
compreensdo dos mecanismos celulares envolvidos na regulagdo da diferenciacéo

tubulogénica por matrizes tumorais.
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2 METODOLOGIA

2.1 Cultura de células endoteliais da veia umbilical humana

As células endoteliais primarias foram obtidas pelo tratamento de veias de corddes
umbilicais humanos, segundo modificacdes da técnica descrita por Jaffe et al (1973), a partir
de cordbes umbilicais obtidos do Hospital-Maternidade Carmela Dutra, Rio de Janeiro,
através de doagdo consentida segundo as normas do Conselho de Etica em Pesquisa da
Secretaria Municipal de Saude e Defesa Civil (SMSDF) do Municipio do Rio de Janeiro
(Protocolo de Pesquisa # 0086.0.314.325-10). Os corddes foram colhidos e armazenados a
4°C em frascos com PBS pH 6,5 enriquecido com glicose 0,111M, estéril e utilizados em até,
no maximo, 24 horas apds o parto. As células foram descoladas da parede da veia com a
adicdo de colagenase 0,1% (colagenase tipo IV, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo), em PBS rico em
glicose. Os corddes foram mantidos a 37°C por 10 minutos e apds este tempo, as células
foram coletadas em meio 199 (M199) complementado com 20% de soro fetal bovino (SFB),
L-glutamina 2 mM, bicarbonato de s6dio 26mM, fungizona 2,5ug/mL, penicilina 500 U/ mL
e gentamicina 40pug/mL (M199 completo). A suspensdo celular foi submetida a uma
centrifugacdo a 180xg durante 10 minutos para sedimentacdo das células, que depois foram
ressuspensas em M199 com SFB a 20 %. A suspenséo celular foi distribuida em garrafas de
cultura de 25 cm? de &rea previamente recoberta com gelatina (Sigma-Aldrich) 1% estéril. As
culturas foram incubadas a 37°C em atmosfera tmida de CO, a 5%_até as culturas atingirem o
estado de confluéncia e entdo repicadas com tripsina 0,025% diluida em uma solucdo
contendo NaCl 0,14M, NaHPO,4 9 mM, KCI 3mM, vermelho de fenol 0,02% e acido etileno-
diamino-tetra-acético (EDTA) 0,02% (solucdo Versene) e imediatamente usadas nos
experimentos aqui descritos. Exceto quando especificamente ressaltado, todos os insumos
basicos para cultivo celular foram adquiridos na Life Technologies/Invitrogen do Brasil (Sdo
Paulo). Em todos os procedimentos de rotina ou experimentais, as culturas de células foram
monitoradas em um microscopio invertido CKX41 (Olympus, Japéo), equipado com camera
de captura digital QImaging Co. (Surrey, BC, Canadd) e o software Image-Pro Express 6.0
(Media Cybernetics, Rockville, MD, USA).
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2.2 Cultivo das linhagens celulares

Neste trabalho foram utilizados a linhagem de astrocitoma humano U-373 MG
(descrito como astrocitoma grau 1l in vitro e de grau 1V in vivo, ou GBM — ATCC, EUA),
além de astrécitos humanos isolados e cultivados pela equipe do Prof. Vivaldo Moura Neto
(Laboratorio de Morfogénese Celular, Departamento de Anatomia — ICB/UFRJ, CONEP
073/2007), da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). As células foram crescidas em
meio DMEM-F12 (Gibco, Dulbecco’s Modified Eagle Medium/F12) suplementado com 10%
de SFB, 2 mM de L-glutamina e 500 pg/ mL de penicilina/estreptomicina, 2,5 pg/ mL de
fungizona (DMEN-F12 completo), mantidas em atmosfera Umida de CO, a 5% até atingirem
confluéncia, para depois serem repicadas com tripsina 0,025% diluida em solucdo Versene. O

meio de cultura foi renovado a cada 2-3 dias.

2.3 Obtencéo das matrizes extracelulares (MECs) imobilizadas livres de células

A linhagen U-373 MG originarias da ATCC (American Type Culture Collection), os
astrécitos humanos e as células endoteliais primarias foram cultivadas em estado confluéncia
por 48 horas, em condi¢des normais de cultura e entdo lavadas em M199 (células endoteliais)
ou DMEM-F12 (U-373 MG e astrocitos humanos) sem soro e lisadas com solucéo de Triton
X-100 0,1%, NH4OH 0,1 M em PBS-Ca*" a 4°C, contendo inibidores de proteases — PMSF
1Mm e leupeptina 40 uM. Os restos celulares foram eliminados por lavagens sucessivas e
delicadas com PBS-Ca®*, estéril e gelado. A rede proteica restante foi denominada matriz
imobilizada livre de células, na qual foi possivel detectar elementos da matriz extracelular por
técnicas imunocitoquimicas. Em seguida, essas matrizes foram incubadas com PBS contendo
0,1% de BSA por 2 horas, a 37°C em atmosfera tmida de CO; a 5%
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2.4 Dosagem qualitativa e semi-quantitativa de proteinas matriciais secretadas por
ELISA indireto

As MECs nativas de U-373 MG, astrocitos humanos e células endoteliais receberam
0s anticorpos primarios (anticorpos anti-TN-C humana monoclonal, contra 0 dominio EGF-
like, clone BC-24, Sigma e anti-FN humana policlonal A0245, Dako) nas suas diluicdes
apropriadas, em PBS suplementado com Tween 20 0,05% (PBS+T), por uma hora a
temperatura ambiente. Apos trés lavagens com PBS+T, os anticorpos secundarios conjugados
a peroxidase (camundongo-HRP — DAKO e coelho-HRP — DAKO) 1:2000 foram adicionados
por mais uma hora a temperatura ambiente. A revelacao foi feita em tampéo citrato pH 4,5
contendo H,O, 0,01% e OPD a 1,0 mg/mL. A paralisacdo da reacdo de cor foi feita com
H,SO, 3M. A leitura foi feita em um espectrofotdbmetro de placa (Thermo Fisher, modelo
Multiskan™), a 490 nm. Nas dosagens semi-quantitativas para FN e TN-C, usamos curvas-
padrdo de 0,01 a 10 pg/mL com as proteinas purificadas (fibronectina plasmatica purificada,
Life Technologies/Invitrogen, Brasil) e TN-C isolada de meio condicionado da linhagem de
astrocitoma U-251 MG (Chemicon / MilliporeCorp, Billerica, MA) incubadas nos pocgos de
microplacas overnight a 4°C. Entretanto, ndo sabemos a quantidade exata de FN ou TN-C
purificada aderida ao plastico da placa de ELISA. E possivel estabelecer uma correlagio
direta entre os valores de absorbancia encontrados na curva-padrdo e os valores da
absorbancia encontrados nas MECs imobilizadas. A absorbancia dos controles negativos
foram extraidas das leituras de densidade Gtica. Foram escolhidos para o estabelecimento da
curva-padrdo pontos de diluicdo das proteinas de concentracdo conhecida que apresentavam
uma variacao linear. Os valores de absorbancia obtidos para as matrizes nativas imobilizadas
foram entdo convertidos, para ambas as proteinas (FN e TN-C), de forma que uma analise
comparativa dos teores pudesse ser estabelecida para cada matriz estudada, como uma razao

direta dos valores de densidade 6tica.

2.5 Ensaio de adesdo de células endoteliais as matrizes imobilizadas livres de células

Ap0s a obtencdo das MECs de U-373 MG, astrocitos humanos, células endoteliais em

placa de 6 pocos em triplicata, as células endoteliais foram descoladas de seu substrato de
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cultura com tripsina 0,025% diluida em solugdo Versene e plaqueadas sobre essas matrizes e
substratos recentemente preparados (10°células/cm?), em meio de cultura M199 contendo
BSA 0,1%. As células foram entdo incubadas a 37°C, em atmosfera tmida com 5% de CO,
por 24 horas. Apds o tempo de 24 horas, 0 meio de cultura contendo as células que se
descolaram do suporte matricial foi coletado e as células desaderidas quantificadas. As células

aderentes foram tripsinizadas e quantificadas por contagem em hemocitometro.

2.6 Isolamento e quantificacdo de vesiculas extracelulares (VES)

Apos incubagdo por 24 horas das células endoteliais sobre matriz extracelular autdloga
ou da linhagem de astrocitoma U-373 MG, o sobrenadante foi recolhido para posterior
centrifugacdo a 500¢g, para remocao de quaisquer restos celulares. O sobrenadante recolhido é
submetido a ultracentrifugacdo 100.000xg por 4h. Apés este periodo, o sedimento
contendo VEs foi recolhido, sendo feita em seguida a marcacdo para deteccdo de fosfatidil
serina (anexina V-FITC). A analise das VEs foi feita em citdmetro de fluxo Accuri C6 BD
(New Jersey, USA). Com a utilizacdo de microesferas para a calibracdo do tamanho
de microparticulas (<1 um), era feita a leitura de eventos positivos para anexina V (Rautou et
al., 2011).

2.7 Ensaio tridimensional de tubulogénese em Matrigel™

As células endoteliais semeadas nas MECs nativas foram tripsinizadas com tripsina
0,025% diluida em solucdo Versene e plaqueadas (5x10* células) sobre 50uL de
Matrigel™/poco (Becton e Dickinson; Bedford, Massachusetts, USA) em placa de 96 pocos,
em M199 + 5% SFB por 16 horas. Apds 16 horas no gel, as células foram fixadas com
glutaraldeido 1,1% em PBS por 15 minutos em temperatura ambiente (Zemani et al., 2005). A
remocdo do fixador foi feita por trés lavagens longas com PBS. Ndo houve danos nas
estruturas tubulares por esse tipo de fixacdo. O numero total de ramificacbes (brotos ou

prolongamentos celulares endoteliais, que resultam no aspecto em “rede” da diferenciagdo
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angiogénica) foi quantificado em pelo menos 5 campos representativos de cada poco, em
microscopio invertido. Cada condicéo foi realizada em triplicatas.

Variagdes do ensaio tubulogénico foram realizadas, nos quais as celulas endoteliais,
previamente incubadas por 24 horas com as diversas MECs imobilizadas, foram em seguida
expostas a estimulos adicionais durante as 16 horas de incubacdo com o Matrigel, descritos a

sequir:

Fatores angiogénicos: As células endoteliais foram incubadas com M199 suplementado com

20ng/mL de VEGF-A ou FGF-2, quando plaqueadas sobre matrigel, em comparacdo a
controles (M199 livre de soro ou M199 suplementado com 5% de SFB). O ensaio durou 16
horas e 0 numero total de estruturas tubulares/poco foi quantificado, conforme descrito

acima.

Moduladores de isoformas de PKC: As células endoteliais previamente incubadas com MEC

autologa e MEC de astrocitoma imobilizadas foram tratadas ou ndo com PMA (ativador das
PKC classicas — P8139 Sigma) 16 nM por 30 min, G66983 (inibidor das PKC classicas —
G1918 Sigma) 7 nM por 30 min e Ka Delta (ativador de PKC3&) 50nM por 15 min a 37°C ,
em atmosfera Umida com 5% de CO, Apds 3 lavagens com M199 sem SFB, foram
tripsinizadas com tripsina 0,025% diluida em soluc&o Versene e plaqueadas (5x10* células)
sobre 50 uL de Matrigel™/pogo, por 16 horas. O numero total de estruturas tubulares/poco

foi quantificado, conforme descrito acima.

Células apoptéticas por anoikis: As células endoteliais previamente incubadas com MEC

autologa e MEC de astrocitoma imobilizadas foram semeadas sobre Matrigel na presenga com
10 a 50% de células endoteliais (0,5-1x10* células) que sofreram anoikis (morte por
descolamento), em contato com ambos 0s tipos de matriz (autéloga ou de astrocitoma). Apos
16 horas, as células foram fixadas em 1,1% glutaraldeido em PBS durante 10 minutos,
seqguido por trés lavagens com PBS, e o numero total de estruturas tubulares/poco foi

quantificado, conforme descrito acima.

Vesiculas extracelulares (VEs): As células endoteliais previamente incubadas com MEC

autologa e MEC de astrocitoma imobilizadas foram semeadas sobre Matrigel imediatamente
foram adicionadas VEs isoladas do sobrenadante destas células expostas a MEC de HUVEC
ou MEC de U-373 MG, nas concentra¢Bes de 50 VE/uL ou 150 VE/uL. Apds 16 horas, as
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celulas foram fixadas em 1,1% glutaraldeido em PBS durante 10 minutos, seguido por trés
lavagens com PBS, e o nimero total de estruturas tubulares/poco foi quantificado.

2.8 Ensaios de migracao endotelial

Os ensaios de migracdo endotelial foram feitos em camaras de Transwell (NUNC),
com base na técnica descrita por Vasse et al. (2001). Estas cadmaras sdo constituidas de
membranas de policarbonato, na forma de insertos, que séo colocadas no interior de pocos de
placa de cultura de 24 pocos. Para este ensaio, utilizamos insertos com membrana de
porosidade de 8uM, em virtude do tipo celular utilizado. As membranas foram tratadas por
30 minutos a 37°C com gelatina a 2% na face superior, ap6s o qual a gelatina foi aspirada.
Células endoteliais (5%x10*) foram entdo plaqueadas nos insertos em M199 sem SFB. A
camara inferior do inserto foi incubada 800 puL de M199 sem SFB ou em M199 contendo
VEGF-A (isoforma VEGF165, obtido da Peprotech/FUNPEC, Ribeirdo Preto, SP) 5 ng/mL,
10 ng/mL, 20 ng/mL ou 50 ng/mL. A placa foi mantida, durante o tempo de incubagéo, a
37°C em presenca de CO, 5%. Apos os tempos de incubacdo, os insertos foram lavados com
M199 puro, o lado de dentro do inserto foi limpo com o auxilio de um cotonete para a
retirada das células que ndo atravessaram a membrana. As células que migraram foram
fixadas com paraformaldeido 3,7% (diluido em PBS) e coradas com DAPI (4,6-diamino-2-
fenilindol, Sigma-Aldrich, Sdo Paulo) a 1 pg/mL em PBS. As células que migraram foram
quantificadas pela contagem de 5 campos aleatérios da membrana em um aumento de 20
Vezes.

Alternativamente, a migracdo de células endoteliais em resposta a presenca de
vesiculas extracelulares (VEs) foi estudada em cdmara de Boyden modificada (Figura 14). As
células endoteliais foram semeadas, na concentracio de 10° células/mL, em pogos da camara
de Boyden de 48 pogos (Neuroprobe, Inc, Gaithersburg, MD), utilizando filtros de
policarbonato com poro de 8um (GE Water and Process Technologies, Pennsylvania, EUA).
Foram utilizadas VEs isoladas do sobrenadante das células expostas a MEC de HUVEC ou
MEC de U-373 MG nas concentragdes de 50 VE/uL ou 150 VE/uL. Foram adicionados na
parte inferior da cdmara meio M199 incompleto (controle), meio M199 10% SFB ou VEs. As
células endotelais (4x10%/poco) foram adicionadas aos pocos da parte superior da cAmara e

incubados por 4 horas a 37°C em atmosfera a 5% de CO,. Em alguns grupos, as células foram
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pré-incubadas com as VEs na concentra¢do de 50 VE/uL, para migrarem em dire¢do ao meio
M199 10% SFB. As células endoteliais que migraram em direcdo a parte inferior da cAmara
ficaram retidas no filtro foram fixadas, coradas e contadas através de microscopia Optica
(Olympus BX41, Toquio, Japao), no aumento de 400x em pelo menos cinco campos

escolhidos aleatoriamente

Figura 14 - Figura ilustrativa de uma camara de Boyden modificada

C1
|

Legenda: A) vista superior; B) vista lateral; C) C1: parte superior da cdmara, C2: membrana protetora de
polietileno, C3: membrana de policarbonato, C4: parte inferior da camara; D) detalhe de um pogo da
camara.

2.9 Andlise das vias de sinalizacdo envolvidas na modulacdo da diferenciacdo

angiogénica mediada por matrizes de atrocitoma U-373 MG

2.9.1 Fracionamento celular para andlise de distribuicdo de PKCs

O método de fracionamento por velocidade de sedimentacédo diferenciada foi utilizado
para se separar a fracdo soluvel da fragdo membranar das células. As células endoteliais
incubadas sobre as diferentes matrizes, foram lisadas com o tampéao de homogeneizacao (Tris-
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HCI 20 mM, pH 7.5, EDTA 2 mM, EGTA 10 mM, sacarose 0,25 M) suplementado com
coquetéis de inibidores de proteases (Sigma, # P8340) e de fosfatases (Sigma, #P5726),
diluidos 1:100, conforme recomendacédo do fabricante. e ultracentrifugadas a 100.000xg por
40 min. A fracdo solivel (sobrenadante) foi coletada e armazenada até o seu uso. A
concentracdo proteica determinada pelo fluorimetro Quibit (Invitrogen, Sdo Paulo). O
sedimento (pellet) foi diluido em tampdo de amostra (Tris 25 mM, glicerol 10%, azul de
bromofenol (ABF) 0,02%, SDS 2%, B-mercaptoetanol 5% pH 6,8). As amostras foram

aquecidas a 100°C por 5 minutos.

2.9.2 Anélise de proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida — SDS (PAGE-SDS) e

Western Blotting

Para a analise do padrdo de ativacdo de proteinas de sinalizacdo, extratos das células
endotelais incubadas com as diferentes matrizes utilizadas neste trabalho foram analisados por
western blotting. As células endoteliais foram plaqueadas sobre MECs de U-373 MG e MEC
autéloga em placas de 6 pocos (6x10” células/cm?) em meio 199 com 0,1% de BSA, overnight
ou por periodos definidos para cada tipo de experimento, em atmosfera imida 37°C com 5%
C0,.0s pocos foram lavados 3 vezes com meio 199 sem SFB para a retirada das células que
ndo aderiram. Em seguida, as células foram incubadas, por 15 minutos a 4°C, com tampdo de
lise pH 7,5 (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, Triton-100 1%) e inibidores de proteases (Sigma, #
P8340) e de fosfatases (Sigma, # P5726), diluidos 1:100, conforme recomendacdo do
fabricante. O extrato resultante foi centrifugado e o sobrenadante diluido em tampédo de
amostra (Tris 25 mM, glicerol 10%, azul de bromofenol (ABF), 0,02%, SDS 2%, 2-
mercaptoetanol 5%, pH 6,8. As amostras foram aquecidas a 100°C por 5 minutos. Foi
utilizado um sistema eletroforese de mini-gel vertical (Mini-Protean Il Tetra, BioRad). O gel
fracionador foi preparado a 8% de acrilamida e o gel espacador a 3% de acrilamida. O gel foi
colocado em uma cuba com tampé&o Tris 0,025 M, glicina 0,192 M, SDS 0,1% e as amostras
aplicadas ao gel no volume de 25 pL/poco (quantidade de proteina total: 5 a 10 pg/pogo). Foi
utilizado um padrdo de peso molecular na faixa de 12 kDa a 225 kDa. A eletroforese foi
desenvolvida na voltagem fixa de 100 V até que o corante marcador da frente de migracao
(ABF) atingisse o final do gel. Os componentes separados por peso molecular foram
transferidos para uma membrana de PVDF (Imobilon-P, Millipore, Sdo Paulo), utilizada

segundo as recomendacdes do fabricante. Esta membrana foi previamente preparada através



66

de incubagdes sequenciais de 1 segundo com metanol absoluto, agua destilada e tampéo de
transferéncia (Tris 0,025 M, glicina 0,192 M e metanol 20%). A membrana foi montada sobre
0 gel em um sistema de transferéncia Trans-Blot para mini-gel da Biorad. O sistema foi
colocado em uma cuba com tampéo de transferéncia e a transferéncia ocorreu por 90 minutos
com voltagem de 100 V, sob refrigeracdo. Apos esse tempo, a membrana foi bloqueada
overnight com BSA 5% em tampéo TBS, a4°C. Cada membrana foi incubada overnight a
4°C com o anticorpo para determinada proteina de interesse. Neste trabalho, foram utilizados
anticorpos primarios contra as seguintes proteinas: sindecan-4 (#6268A, espécie: coelho,
IMGENEX); VEGFR2 (#2479S, coelho, Cell Signaling, Danvers, MA, EUA);
FGFR1(#97408S, coelho, Cell Signaling); PKCa (#C20 sc208, coelho, Santa Cruz); a-tubulina
(#T5168, camundongo, Sigma); B-actina (camundongo, Sigma) caveolina-1(N-20 sc-894,
coelho, Santa Cruz); FAK (#3285S, coelho, Cell Signaling); p-FAK ([Y397] #3283S, coelho,
Cell Signaling); ERK (#4695, coelho, Cell Signaling); p-ERK ([Thr202/Tyr204], #4370S,
coelho, Cell Signaling) e a9p1 (clone YOA2, # ab27947, camundongo, Abcam).

Apds a incubacdo com anticorpos primarios, as membranas passaram por 5 lavagens
com TBS-Tween®20 0,05% e foram incubadas com o0s anticorpos secundarios conjugados a
HRP (anti-IgG coelho #7074S ou HRP anti-lgG camundongo #7076S, ambos da Cell
Signaling), por 1 hora. Apos esse tempo, a membranas foram novamente lavadas (5 vezes)
com TBS-Tween®20 0,05%. Em seguida, a membrana foi incubada com um reagente de
deteccdo da atividade da HRP (ECL, GE Healthcare Life Sciences, Sdo Paulo) por
guimioluminiscéncia e exposto ao filme recomendado (ECL), de acordo com as instrucdes do
fabricante. O filme revelado foi digitalizado e a densidade das bandas reveladas foi
quantificada por analise no programa Adobe-Photoshop, versao 6.0.

2.9.3 Analise celular por microscopia confocal

Células endoteliais e U-373 MG foram plaqueadas em laminulas (13 mm de didmetro)
previamente tratadas com gelatina, inseridas em placas de cultura de 24 pocos para a secrecao
e extracdo da matriz como descrito no topico 2.3. ApoOs a extracdo, as células endoteliais
(1x10°/cm?) foram plaqueadas sobre as MECs em M199 com 0,1%BSA por 20 horas. Ap6s
este tempo de adesdo, as células foram lavadas com M199 sem SFB e fixadas em formaldeido

3,7% em PBS por 15min e entdo foram permeabilizadas com PBS + 0,1% e Triton por 2 min



67

a temperatura ambiente. Incubamos as células endoteliais com WGA conjugado a Alexa Fluor
350 (azul) na concentragdao 10 pug/mL e com anticorpo primario a-PKCa (C-20 #SC-208,
coelho) na concentrag¢do 4 pg/mL por 30 minutos. Posteriormente, incubamos com o
anticorpo secundario conjugado a Alexa Fluor 555 anti-coelho a 2,5 pg/mL por 30 minutos.
As imagens foram capturadas usando a objetiva de 63x do Microscopio Confocal Zeiss
LSM510 Meta.

2.9.4 Silenciamento de expressdo de RNA mensageiro

Células da linhagem U-373 MG foram plaqueadas em placas de 60 mm de diametro
ou em placas de 6 pocos na densidade de 1x10* células/cm?, em meio DMEM-F12HAM,
com 10% SFB, contendo L-glutamina 2mM , sem penicilina e sem fungizona. Passadas 24
horas, realizamos a transfec¢cdo com lipofectamina® 2000 (2 pg/mL), diluida em meio
reduzido de soro Opti-MEM®. Os siRNAS (listados na Tabela 1), direcionados aos RNAS
mensageiros da TN-C também foram diluidos em meio Opti-MEM. Testamos inicialmente
duas concentracdes distintas de siRNA (40 e 60 nM) e as mesmas concentraces para 0O
siRNA truncado (controle negativo). Ao final da incubacéo, a solucdo de siRNA foi misturada
com a solugéo de lipofectamina (proporcgéo 1:1). Todas as condi¢fes foram incubadas por 20
minutos em temperatura ambiente e ao final adicionadas as culturas celulares. Apo6s 24 horas,
trocamos o meio de cultura de todas as condi¢es por meio DMEM-F12 HAM, suplementado
com 10% de SFB, L-glutamina 2,0 mM, bicarbonato de sodio 26 mM, fungizona 2,5 pg/mL,
penicilina 500 U/mL e gentamicina 40 pg/mL.

Tabela 1 - Sequéncias senso e anti-senso dos siRNAs utilizados

siRNA positivo Senso 5’-CAGCCAGUGGUGUUUAACCACGUUU-3’
SiRNA positivo anti-senso 5’- AAACGUGGUUAAACACCACUGGCUG-3”
siRNA truncado Senso 5’- CAGGUGAUGUGAAUUCACCGCCUUU-3°
siRNA truncado anti-senso 5’- AAAGGCGGUGAAUUCACAUCACCUG-3’
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As construcdes do siRNA positivo (senso/anti-senso) e do controle truncado (senso/anti-
senso), assim como o meio Opti-MEM e a lipofectamina, foram obtidos junto a Life

Technologies/Invitrogen (Sao Paulo, SP).

2.10 Andlise dos transcritos diferentemente expressos nas células endoteliais incubadas

com diferentes matrizes

2.10.1 Extracdo do RNA

Neste experimento as MECs foram extraidas em uma area de 75cm? (garrafa média).
Em seguida plaguemos células endoteliais na densidade de 2x10* células/cm?® sobre as
matrizes imobilizadas. Apos 24 horas de adesdo, as culturas foram lavadas com PBS e lisadas
com o reagente Trizol (Life Technologies/Invitrogen, Sdo Paulo, SP) (3,0 mL/garrafa), por 2 a
5 minutos. O lisado de cada condic¢éo foi centrifugado a 12.000 rpm, a 4°C, por 10 minutos. O
sobrenadante foi transferido para microtubos e tratado com 200 pL de cloroférmio (200 pL de
cloroférmio para cada 1,0 mL de Trizol usado). A mistura foi agitada por 15 segundos,
deixada em repouso a temperatura ambiente por dois minutos e entdo centrifugada a 12.000
rpm, a 4°C, por 15 minutos. Ao final desse processo, a fase aquosa superior de cada amostra
foi transferida para outros microtubos, a qual foi em seguida adicionado o volume de
isopropanol equivalente ao volume de sobrenadante recolhido. Ap6s homogeneizagdo manual,
a mistura foi incubada a temperatura ambiente por 10 minutos e em seguida centrifugada a
12.000 rpm a 4°C, por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e 1 mL de etanol 75% (1,0
mL de etanol 75% para cada 1,0 mL de Trizol usado) foi adicionado e homogeneizado em
agitador. Estas amostras de RNA foram armazenadas em freezer ultrafrio (-80°C).

2.10.2 Preparo das hibliotecas

A integridade, a qualidade e a quantidade de RNA extraido foram inferidas
utilizando-se o aparelho Bioanalyzer. As amostras de RNA de alta qualidade e integridade

fisica foram enviadas para a empresa BGI Co. Ltd. para o sequenciamento. O preparo das
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bibliotecas de sequienciamento foi realizado através do TruSeq RNA Sample Prep v2 LS
Protocol- Illumina, que isolam os mRNA com base na sua cauda poli-A atraves de beads de
oligonucleotideos dT. O sequenciamento de bibliotecas paired ends foi feito a partir de
moléculas de CcDNA e realizado utilizando a plataforma Illumina HiSeq2000.
(https://support.illumina.com/downloads/truseq_rna_sample_preparation_v2_Is_euc_Itf 1502
6498.html).

2.10.3 Pré-processamento e montagem

A etapa de obtencdo dos dados brutos é feita pelo software CASAVA 1.8.2 fornecido
pela lllumina, que faz o base call dos dados brutos e os transforma em reads no formato fastq
acompanhados dos scores de qualidade phred. Os reads foram visualizados utilizando o programa
FastQC v-0.11.3 (www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/).

A filtragem dos reads de baixa qualidade, sequéncias de adaptadores e vetores foi
realizada pelo programa Seqyclean (https://bitbucket.org/izhbannikov/seqyclean), utilizando
como cutoff bases com qualidade inferior a 24QScore. A bases de dados de contaminantes usada
foi a Univec (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/VVecScreen/UniVec.html). Apds filtragem, reads com

comprimento inferior a 65pb foram removidos.

2.10.4 Mapeamento

O mapeamento das amostras foi feito contra o genoma de Homo sapiens (hgl9, Genome
Reference Consortium GRCh37 build, Fev/2009). Para o0 mapeamento foi utilizado o programa
TopHat v-2.1.0 (Trapnell et al. 2009). Em seguida a qualidade do mapeamento foi checada para
cada amostra utilizando o pacote Samtools v.1.2 (ferramenta flagstat, Li et al 2009). Os arquivos
de mapeamento foram analisados pelo script do HTSeg-count v.0.6.1 (http://www-
huber.embl.de/users/anders/HTSeqg/doc/index.html) para extracdo de contagens brutas dos reads

por gene.
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2.10.5 Andlise de expressio

Ap0ls obtencdo das contagens, os grupos foram analisados usando o script dentro do
programa DESeq2 (Love et al. 2014), um pacote do R/Bioconductor (Gentleman et al. 2004).
Dentro do programa DESeq2 os dados foram normalizados pelo tamanho das bibliotecas e foi
utilizado um plot de dispersdo para visualizacdo da distancia da contagem em relacdo ao espero
pelo modelo binomial negativo. Apenas 0s genes com contagem normalizada > 5 séo utilizados,
a fim de evitar de artefatos causados por baixa frequéncia de reads. Seguida a filtragem, os
genes foram analisados de acordo com o modelo de binomial negativo para obtencdo do
log2foldchange. Sobre os testes foi aplicada a correcdo de FDR- Benjamini-Hochberg
(Benjamini e Hochberg 1995) para multiplos testes a fim de evitar os erros tipo I, ou seja, 0s

falsos positivos.

2.11 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram feitas com médias de 3 experimentos e o grau de
significancia das diferencas encontradas foi determinado através do teste T- Student, no

programa Excel (Microsoft).
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3 RESULTADOS

3.1 Breve contexto de nossos dados prévios: sinalizacdo celular na tubulogénese

endotelial

Quando o processo angiogénico € ativado, a lamina basal vascular € degradada e as
células endoteliais migram e proliferam dentro de um tecido conjuntivo rico em colageno
intersticial e fibrina — devido ao edema associado ao processo angiogénico (Figura 15A),
denominada matriz provisional.

Na angiogénese fisioldgica, a deposi¢do da matriz provisional tem carater temporario,
sendo reabsorvida ao final do processo. O coldgeno I, ao se ligar a integrina B1 na superficie
das células endoteliais, ativa Src e Rho e suprime Rac e PKA, resultando na formacao de
fibras de estresse de actina e desmontagem das junc¢des aderentes, orquestrando o complexo
processo pelo qual as células se organizam formando tubos com lumens funcionais.
Finalmente, eventos de sinalizacdo posteriores a ligacdo de integrinas a laminina, sdo cruciais
para a estabilizacdo das estruturas tubulares (Senger e Davis, 2011).

A formacdo de novos vasos angiogénicos envolve a participacdo de subpopulacdes de
células endoteliais, como as células endoteliais lideres (tip cells) e células endoteliais da haste
(stalk cells) (Gerhardt et al. 2003) (Figura 15 B). As células endoteliais altamente
migratorias, guiam a formacdo dos novos ramos em crescimento em direcdo a pistas
angiogeénicas (principalmente gradientes de VEGF), devido a maior expressdo do receptor
VEGFR2 (Hellstrom et al. 2007; Siekmann et al. 2007; Wang et al. 2015). As células
endoteliais localizadas na retaguarda das lideres (células da haste) expressam outros
receptores tais como o VEGFR-1, Notch-1 e -4, que sdo importantes para a indugdo de um
estado quiescente, amadurecimento da parede vascular e para a formacdo de IGmen
(Jakobsson et al. 2010; Krueger et al. 2011).

O microambiente tecidual da angiogénese pode se tornar persistente em tumores e em
condicBes inflamatorias cronicas (Sanz e Vallina, 2003). Células tumorais ndo conseguem
proliferar sem o remodelamento da MEC circundante e, neste microambiente, as células
endoteliais encontram uma MEC quantitativa e qualitativamente diferente da presente no

tecido normal, ou mesmo da que ocorre na angiogénese fisioldgica. Nesse contexto, as
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proteinas matricelulares tém tido destaqgue como componentes proeminentes na matriz
extracelular de tumores solidos (Murphy-Ullrich e Sage, 2014).

Trabalhos anteriores publicados pelo nosso grupo, demonstraram que a interacdo das
células endoteliais com a proteina matricelular TSP-1, através do proteoglicano sindecan-4,
ativa vias de sinalizagdo dependentes de PKCa, contribuindo para a tubulogénese endotelial
(Ferrari do Outeiro et al, 2002; Nunes et al. 2008).

Verificamos ainda que outra proteina matricelular, a TN-C, afeta drasticamente a
dindmica de formacdo de estruturas endoteliais ramificadas in vitro (Alves et al. 2011).
Observamos que matrizes de astrocitomas de alto grau (I1l e IV) causam seletivamente a
apoptose por desaderéncia (anoikis), e que a TN-C de origem tumoral estd envolvida na
selecdo de uma sub-populacdo endotelial resistente a apoptose, que se torna mais
proliferativa, apesar de deficiente no processo tubulogénico (ou seja, na capacidade de formar
estruturas com limen in vitro).

Desta forma, decidimos aprofundar os estudos sobre o papel de uma matriz com grande

conteddo da proteina matricelular TN-C na tubulogénese das células endoteliais.

Figura 15 - Microambiente angiogénico e os fenotipos da diferenciacdo endotelial
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Legenda: (A) o processo angiogénico se da com grande remodelamento do ambiente matricial da célula
endotelial, no qual uma “matriz provisional” composta de coldgenos intersticiais e fibrina, também
incorpora novas moléculas (fatores de crescimento, proteinas matricelulares, proteases, etc); (B)
Células endoteliais lideres “exploram” o ambiente matricial e dirigem o crescimento do ramo vascular,
através de complexa sinalizacdo que visa construir a arquitetura do novo vaso.

Fonte: Sanz e Vallina, 2003; Kitajewski 2011.
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3.1.1 O padrdo de expressdo de FN e TN-C por astrocitos humanos normais é oposto ao

apresentado por células de astrocitomas

Buscando avaliar comparativamente as matrizes extracelulares, de forma a indicar em
que extensdo os perfis de expressao de astrocitos humanos normais difeririam dos de células
astrocitarias neoplasicas, a composicdo das MECs foi avaliada através de um método semi-
quantitativo descrito anteriormente (Alves et al. 2011). A MEC secretada por astrocitos
humanos normais foi comparada com as matrizes depositadas pela linhagem de astrocitoma
U-373 MG e por células edoteliais.

Conforme evidenciado na Figura 16, astrocitos normais humanos ndo produzem
niveis detectaveis de TN-C em suas matrizes, ao passo que secretam aproximadamente dez
vezes mais FN do que as células U-373 MG e duas vezes mais do que células endoteliais —
estas Ultimas também secretam niveis indetectdveis de TN-C em suas matrizes. Foi
confirmado que as células neoplasicas, U-373 MG, incorporam grande quantidade de TN-C

em sua matriz.

Figura 16 - Sintese de FN e TN-C por astrocitos humanos normais: comparacdo com células
de astrocitoma U-373 MG e células endoteliais da veia umbilical humana
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Legenda: Células endoteliais foram cultivadas por 48 horas antes de serem lisadas, deixando as matrizes
extracelulares (MEC) imobilizadas no suporte de cultivo. As matrizes foram sequencialmente
incubadas com anticorpos primarios (anti-FN ou anti-TN) e secundarios conjugados a peroxidase,
seguido de revelacdo, conforme descrito na Metodologia. A quantidade relativa de (A) TN-C e (B) FN
em matrizes imobilizadas livres de células foi calculada por ELISA indireto e expressa em unidades
arbitrarias (U.A.) descrito em detalhes na Metodologia. N=2
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3.1.2 Anélise da adesdo de células endoteliais @ matriz de astrécitos normais

Foi demostrado anteriormente que a MEC da linhagem U-373 MG induz forte perda de
aderéncia endotelial, a partir de 6-8 horas de contato das células com esses suportes ricos em
TN-C (Alves et al. 2011). No entanto, naquele trabalho ndo foi possivel comparar a matriz de
astrocitoma com uma matriz secretada por astrécitos humanos nao transformados. A Figura
17 mostra que ndo houve diferenca significativa entre a adesdo a matriz autéloga e aquela
secretada por astrocitos normais, apos 24 de incubacdo, periodo no qual uma extensa anoikis é
observada nas células incubadas com matriz de U-373 MG.

Figura 17 - Efeito das diferentes MECs nativas sobre a adesao endotelial

**

160000 -
140000 -
120000 -
100000 -
80000 -

60000 -
40000 -

Numero de células aderidas

20000 -

0
MEC HUVEC. MEC Astrdcito MEC U373

Legenda: Células endoteliais foram plaqueadas sobre matriz extracelular (MEC) aut6loga, MEC astrécito humano
e MEC de U-373 MG, por 24 horas em M199 com 0,1% BSA e quantificadas conforme descrito na
Metodologia. (*p<0,05 ; ** p< 0,01; *** p<0,001). N=3

3.1.3 Efeito da MEC da linhagem de astrocitoma U-373 MG na diferenciacdo

angiogénica de células endoteliais

A fim de investigar sua capacidade tubulogénica, células endoteliais cultivadas sobre as
diferentes matrizes nativas foram transferidas para o Matrigel® (Figura 18). Neste ensaio, foi

possivel observar que células cultivadas sobre a MEC de astrécitos normais ndo apresentaram



75

diferencas significativas na capacidade de formar estruturas tubulares in vitro, quando
comparadas a células endoteliais cultivadas sobre a matriz autéloga. Em contraste, as células
endoteliais que foram semeadas na MEC da linhagem de U-373 MG, tiveram a capacidade de
formar estruturas tubulares diminuida.

Estes resultados sugerem fortemente que a inverséo do balanco da expresséo entre FN e
TN-C em astrocitos neoplasicos humanos é uma marcante mudanca fenotipica da
transformacéo destas células, que pode impactar diretamente a morfogénese endotelial, com

possiveis repercussées no microambiente do parénquima cerebral normal e neoplasico.

Figura 18 - Efeito da matriz extracelular de astrocitos humanos normais na tubulogénese
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Legenda: Células endoteliais foram incubadas sobre a matriz extracelular (MEC) aut6loga, MEC astrécito
humano e MEC de U-373 MG por 24 horas, em M199 com 0,1% BSA. Em seguida, as células
endoteliais foram tripsinizadas e submetidas ao ensaio de tubulogénese em Matrigel, conforme
descrito na Metodologia (*p<0,05 ; ** p< 0,01; *** p<0,001).N=3

3.1.4 Efeito das diferentes matrizes extracelulares sobre a sinalizacdo dependente de adesdo

em células endoteliais

Para analisar a sinalizacdo celular em células endoteliais semeadas sobre as diferentes

matrizes, foi construida uma curva de temporal na qual os tempos iniciais de adesdo foram
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observados (até as 4 primeiras horas). Na Figura 19, observamos uma grande ativacdo de
FAK e ERK (t = 30 minutos e t=1 hora) nas células endoteliais semeadas sobre a MEC
autologa (Fig. 19A e 19B). Entretanto, a fosforilacdo de FAK nas células endoteliais
incubadas sobre a MEC de U-373 é mais discreta e comega a aumentar a partir de 1 hora de
adesdo. Além disso, a cinética de ativacdo de ERK nessas células é muito mais lenta do que
aquela que ocorre nas células endoteliais semeadas sobre a MEC autéloga. Estes resultados
sugerem que a sinalizacdo dependente de adesdo das células endoteliais sobre as diferentes
MECs ocorre com a ativacdo de diferentes receptores.

Uma vez que a MEC de U-373 MG é rica em TN-C e que o principal receptor
endotelial para esta proteina matricelular é a integrina a9f1, a expressdo desta integrina nas
células endoteliais apds contato com as diferentes MECs foi entdo avaliada. Para isso, um
pool de celulas endoteliais foi incubado sobre as matrizes imobilizadas e, as células
endoteliais que aderiram a MEC de U-373 MG foram aquelas que continham maior expressao
de integrina a9p1 (Fig. 19C)
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Figura 19 - Anélise das cinéticas de ativacdo de FAK e ERK e da expressdo da integrina a9p1
nas células endoteliais incubadas com as diferentes matrizes imobilizadas
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Legenda: Cinética de ativacdo de FAK (A) ERK (B) e da expressdo da integrina a9p1 (C) das células endoteliais
incubadas com as diferentes matrizes imobilizadas. As células endoteliais foram semeadas sobre
MECs nativas de U-373 MG e de células endoteliais durantes os tempos assinalados. Os extratos
celulares foram analisados por western blotting, usando anticorpos especificos conforme descrito na

Metodologia. N=2 Representativo de um experimento.
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3.1.5 Efeito das diferentes matrizes extracelulares sobre a expressdo de FGFR1 e sindecan-4

Alguns fatores de crescimento foram identificados por desempenhar papéis-chave
durante a angiogénese tumoral. Tais moléculas incluem os fatores de crescimento endotelial
vascular (VEGFs), o fator de crescimento de fibroblastos (FGFs), fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGFs), entre outros. Estas proteinas sdo elementos fundamentais de
vias moleculares complexas dentro do microambiente tumoral e elas tém sido o centro das
atencdes no estudo da angiogénese tumoral (Nikos et al. 2013).

O receptor tirosina-quinase FGFR1 funciona, nas células endoteliais, em estreita
cooperacdo com o sindecan-4, um proteoglicano de heparan sulfato que também atua como
receptor de proteinas matricelulares como TN-C e TSP-1. A TSP-1 ja vem sendo estudada por
Nnosso grupo, no contexto angiogénico (Ferrari do Outeiro-Bernstein et al. 2002; Nunes et al.
2008; Dias et al. 2012).

Portanto, inicialmente, a expressdo do FGFR1 e seu co-coreceptor sindecan-4 foi
analisada por western blotting nas células endoteliais pré-incubadas por 24 horas em
diferentes matrizes imobilizadas. As células endoteliais previamente incubadas com matriz de
astrocitoma U-373 MG apresentaram significativa diminuicdo da expressao de sindecan-4 e
FGFR1, quando comparadas a amostras de células endoteliais que foram incubadas com
matriz autéloga (Figuras 20A e 20B).
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Figura 20 - Anélise da expressao de sindecan-4 e FGFR1
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Legenda: Células endoteliais foram semeadas sobre MECs imobilizadas de origem autéloga ou secretada pela
linhagem U-373 MG. Apds 24 horas de incubacédo, os extratos celulares foram obtidos e analisados
por western blotting (A) usando anticorpos especificos. As bandas reveladas foram quantificadas
através do programa Adobe Photoshop 6.0 (B) sindecan-4; (C) FGFR1 (B) N=3 Representativo de
um experimento.

No microambiente tumoral, a sinalizagdo por FGFs, pode afetar diretamente tanto as
células tumorais como a angiogénese, em particular a isoforma FGF-2 (Murakami et al. 2008;
Mori et al. 2013). Nas células endoteliais, durante a angiogénese, o sindecan-4 ¢é capaz de se
ligar ao FGF-2 através de sua cadeia de heparan sulfato extracelular, formando um complexo
ternario com o receptor FGFR1, modulando sua atividade (Murakami et al. 2008; Elfenbein et
al. 2012).

Desta forma, para avaliar o efeito da diminuicdo de expressao do receptor FGFR1 e
do seu co-receptor sindecan-4 nas células endoteliais incubadas 24 horas com as diferentes
MECs, ensaios funcionais de tubulogénese em gel 3D de lamina basal (Matrigel®), na
presenca ou auséncia de FGF-2, foram realizados (Figura 21). Foi possivel observar que as
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células endoteliais condicionadas pela MEC de astrocitoma e em seguida desafiadas com
FGF-2 permaneceram deficientes na formacao de estruturas tubulares, de forma comparavel a
condicdo controle, com 5% de SFB. No entanto, as células endoteliais pré-incubadas por 24
horas com MEC aut6loga aumentaram a capacidade de formar tubos na presenca do fator
FGF-2 exdgeno, quando comparadas ao mesmo controle. Desta forma, sugerimos que a
diminuigéo da expressdo do receptor FGFR-1 e de seu co-receptor sindecan-4, observada nas
células endoteliais pré-incubadas com MEC de U-373 MG, possa estar envolvida no

comprometimento de vias de sinalizagdo cruciais para a tubulogénese.

Figura 21 - Papel da matriz extracelular na tubulogénese endotelial, em resposta ao FGF-2
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Legenda: Células endoteliais foram plaqueadas sobre MEC autéloga e MEC de células U-373 MG, por 24h em
M199 com 0,1%BSA. Em seguida, as células foram tripsinizadas e submetidas ao ensaio de
tubulogénese em Matrigel na presenca de SFB 5% ou 20 ng/ml de FGF-2. N=3 (*p<0,05 ; ** p<
0,01; *** p<0,001).

Sabe-se que a PKCa ativada pelo co-receptor sindecan-4 desempenha uma fungéo
fundamental na via ndo-canonica de propagacgédo do sinal de FGFR1 (Murakami et al. 2008).
Buscando investigar a via de sinalizacdo envolvida na angiogénese mediada pelo FGF-2 e
modulada pelo contato das células endoteliais com diferentes matrizes extracelulares, foi
analisado o extrato da porcdo membranar das células endoteliais semeadas sobre: (i) a MEC
autologa; (ii) MEC de U-373 MG e (iii) MEC produzida por células U-373 MG silenciadas

na expressdo de TN-C, uma vez que, ao ser ativada, a PKCo pode ser translocada para
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diferentes membranas celulares, de diferentes compartimentos subcelulares (Kraft et al.
1982).

Através de um extrato celular submetido a fracionamento (Figura 22), foi observado
que celulas endoteliais incubadas por 24 horas com MEC de astrocitoma, quando comparadas
com células incubadas com matriz autéloga, apresentaram uma diminuicdo da atividade de
PKCa, uma vez que hd uma menor translocagdo desta quinase para a fragdo membranar.
Adicionalmente, as células endoteliais incubadas sobre a MEC produzida por células U-373
MG silenciadas para expressdo da TN-C apresentaram uma maior quantidade de PKCa
associada a fracdo membranar, quando comparada com células endoteliais pré-incubadas com
MEC depositada por células U-373 MG selvagens, ou transfectadas com siRNA controle
(Figura 22).

Figura 22 - Anélise da distribui¢ao celular da PKCa em células endoteliais moduladas pela
MEC
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Legenda: Células endoteliais foram plaqueadas sobre MEC autéloga, MEC de U-373 MG (selvagem) e MEC de
U-373 MG silenciadas para TN-C (conforme descrito na Metodologia) por 24 horas. Em seguida, o
fracionamento subcelular foi feito e a por¢do membranar foi analisada por western blotting usando
anticorpos especificos, com a proteina caveolina-1 servindo como controle de carga total de proteinas
de membrana (loading).

Além disso, através do ensaio de imunofluorescéncia em microscopia confocal (Figura
23), observamos que a PKCa. (vermelho) esta mais concentrada no compartimento nuclear nas

células endoteliais crescidas sobre a MEC autologa, enquanto que a PKCa das células
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endoteliais aderidas sobre a MEC de U-373 MG se mostrou mais dispersa no citoplasma das

células.

Figura 23 - Modula¢ao da distribuicdo celular da PKCa pela matriz extracelular
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Legenda: Células endoteliais foram plaqueadas sobre as laminulas contendo MECs imobilizadas, por 24 horas: (A)
MEC autologa (B) MEC de U-373 MG. Apos etapas de fixagdo e permeabilizagdo (ver Metodologia), as
amostras foram incubadas sequencialmente com aglutinina de germe de trigo conjugada a Alexa Fluor
350 (azul), anticorpo primario a- e com anticorpo secundario conjugado a Alexa Fluor 555 (vermelho)
As imagens foram capturadas usando a objetiva de 63x do microscépio confocal Zeiss LSM510 META.

Visando corroborar os resultados anteriores com outras evidéncias experimentais,
decidimos executar o ensaio de tubulogénese na presenca de diversos moduladores
farmacologicos, que possuem como alvos - seletivos ou especificos - isoformas de PKC ja
implicadas no processo angiogénico. Inicialmente, as células endoteliais pré-incubadas por
24 horas com MEC tumoral foram tratadas com PMA, por apenas 15 minutos. Estas
recuperaram totalmente a capacidade de formar estruturas tubulares, revertendo o efeito
provocado pela MEC de astrocitoma (Figura 24A). Quando as células endoteliais semeadas
sobre a MEC autéloga — permissiva a tubulogénese — foram tratadas com GO 6983, um
inibidor seletivo das PKCs classicas (o, BI, BII e y), uma significativa redugdo na capacidade
tubulogénica destas celulas foi observada .Neste ensaio foi utilizada a concentragéo de 7nM

de G0 6983, que inibe seletivamente as isoformas o ¢  (Figura 24B).
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A sinalizagdo cooperativa entre FGFR1 e sindecan-4 que leva a ativacdo de PKCa ¢
antagonizada pela isoforma PKCd (Tkachenko et al. 2005, Figura 8 na Introdugéo). Assim,
um peptideo ativador especifico para a isoforma PKCé (Ka Delta) foi utilizado nas células
endoteliais incubadas sobre a MEC aut6loga e observamos que a ativacao desta isoforma leva
a diminuicdo da formacdo de estruturas tubulares. Estes dados mostram um antagonismo entre
as agdes das isoformas PKCa e PKCd na regulagdo da tubulogénese, corroborando a

possibilidade de contribuigéo do eixo FGFR1 < sindecan-4 nos eventos aqui investigados.

Figura 24 - Efeito de moduladores de PKC na diferenciacdo angiogénica in vitro
(tubulogénese) de células endoteliais pré-incubadas com diferentes MECs
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Legenda: Células endoteliais pré-incubadas 24 horas com MECs tumoral (A) ou autéloga (B) foram tratadas com
Go6 6983 (inibidor das PKC classicas) 1uM, Ka Delta (ativador de PKC38) 50 nM ou PMA 16nM (ativador de
PKCs cléssicas), nas condi¢Bes descritas na Metodologia. Em seguida, foram tripsinizadas com e semeadas sobre
Matrigel™, por 16 horas. As células foram fixadas e o nimero total de estrutura foi quantificado. As condigdes
foram realizadas em triplicatas. Representativo de um experimento, N=2 (*p<0,05 ; ** p< 0,01; *** p<0,001)

3.1.6 Papel da matriz extracelular na expressdo de VEGFR2 por células endoteliais

Os membros da familia dos VEGFs sdo considerados os fatores mais proeminentes na
angiogénese, principalmente a isoforma VEGF-A, que atua através do receptor tirosina-
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quinase VEGFR2 (Eichmann e Simons, 2012). A ligacdo de VEGF-A ao VEGFR?2 dispara
vias de sinalizacdo que induzem brotamentos em ramos vasculares, proliferacdo e migragéo
endotelial, além da manutencdo da viabilidade dos vasos recém-formados. Assim, decidimos
verificar se a expressdo do receptor VEGFR2 era regulada pelas MECs investigadas neste
estudo.

As células endoteliais previamente incubadas por 24 horas com matriz de glioma U-373
MG apresentaram um aumento significativo de expressdo de VEGFR2, quando comparadas

as HUVECs que permaneceram 0 mesmo periodo sobre a matriz autologa (Figura 25).

Figura 25 - Anédlise da expressdo de VEGFR2, em células endoteliais pré-incubadas com
MECs imobilizadas
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Legenda: Células endoteliais foram semeadas sobre MECs nativas autologa ou secretada pela linhagem U-373
MG. Ap6s 24 horas, os extratos celulares foram preparados e analisados por western blotting,
usando anticorpos especificos. (A) Representacdo de um experimento; (B) média de 3 experimentos
da quantificacdo das bandas proteicas, obtida com o programa Adobe Photoshop 6.0. N= 3
(*p<0,05 ; ** p< 0,01; *** p<0,001).

Buscando verificar se 0 aumento de expressdo do receptor teria alguma repercusséo
funcional nas celulas endoteliais, realizamos ensaios de migracdo celular e tubulogénese
induzidas por VEGF-A. As células endoteliais condicionadas por 24 horas na MEC de
astrocitoma apresentaram uma capacidade migratoria em direcdo ao estimulo do VEGF-A
fortemente aumentada, quando comparadas as celulas endoteliais condicionadas pelas

préprias matrizes (Figura 26). No entanto, de forma surpreendente, quando a resposta ao
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VEGF é medida através do ensaio tubulogénico, as células que receberam estimulo prévio da
matriz tumoral falharam na formagdo de estruturas tipo capilar (Figura 27), quando

comparadas as células endoteliais que foram semeadas sobre a MEC autologa.

Figura 26 - Papel da matriz extracelular na migracao endotelial em resposta ao VEGF-A
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Legenda: Células endoteliais foram plaqueadas sobre MEC aut6loga e MEC de células U-373 MG, por 24h em
M199 com 0,1%BSA. Em seguida, foram plaqueadas em insertos de porosidade de 8 um. Na cdmara
inferior acrescentamos diferentes concentracdes de VEGF-A. Apo6s 16 horas, as células que
permaneceram no lado superior da membrana foram removidas e as que migraram em direcdo ao
estimulo, foram fixadas. A quantificagdo das células que migraram foi realizada por contagem de 10
campos aleatérios em cada inserto. (*p<0,05 ; ** p< 0,01; *** p<0,001), N=3; imagens
representativas de um experimento.
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Figura 27 - Papel da matriz extracelular na tubulogénese endotelial em resposta ao VEGF-A
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Legenda: Células endoteliais foram plaqueadas sobre MEC aut6loga e MEC de células U-373 MG, por
24h em M199 com 0,1%BSA. Em seguida, as células foram tripsinizadas e submetidas ao ensaio
de tubulogénese em Matrigel em M199 com 5% SFB ou 20ng/ml de VEGF-A. (*p<0,05 ; ** p<
0,01; *** p<0,001) . N=3.

Conforme ja mencionado, a matriz de células U-373 MG promove a desaderéncia de uma
sub-populacéo endotelial, que entra em apoptose. O descolamento se inicia lentamente a partir
de 4-6 horas de ensaio, se acelerando acentuadamente apos este tempo (Alves et al. 2011).
No entanto, a cinética de aquisicdo do defeito tubulogénico, na sub-populacdo que permanece
aderida, sobrevivendo ao contato com a matriz tumoral, ndo havia sido ainda analisada. A
dindmica deste processo é fundamental para o estudo dos eventos de sinalizacdo envolvidos.
As células endoteliais foram entdo incubadas por diferentes tempos sobre a MEC de
astrocitoma U-373 MG e em seguida plaqueadas sobre Matrigel, para anélise e quantificacéo
de estruturas tubulares.

Foi possivel observar que, de forma semelhante ao que observamos com a cinética do
processo de inducdo de anoikis pela matriz de U-373 MG (Alves et al. 2011), a indugéo de
defeitos na tubulogénese endotelial requer contatos mais longos do que 3 horas (Figura 28)
com a MEC tumoral, sugerindo que este fendtipo disfuncional na tubulogénese das HUVECs
requeira processos de sinalizacdo que dependam de expressdo de proteinas ou que envolvam

vias ativadas tardiamente, nos processos de diferenciacéo celular.
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Figura 28 - Cinética de aquisicdo do defeito tubulogénico, em células endoteliais pré-
incubadas com MEC tumoral
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Legenda: Células endoteliais foram semeadas sobre a matriz secretada pela linhagem U-373 MG por diferentes
tempos (3, 8 e 16 horas) em M199 com 0,1% de BSA. Em seguida foram tripsinizadas e plagueadas
sobre 50 pl de Matrigel, em M199 com 5% SFB (5x10* células/poco). Apds 16 horas, as estruturas
tubulares foram quantificadas (*p<0,05 ; ** p< 0,01; *** p<0,001).N=3.

O conjunto de resultados mostrados neste capitulo nos levou a construir a hipdtese de
gue a matriz tumoral rica em TN-C pudesse atuar, no longo tempo de incubacdo que
utilizamos em nosso modelo (24 horas), como um fator de selecdo de uma subpopulacdo
endotelial com caracteristicas de celulas endoteliais lideres (ou tip cells). As células
endoteliais lideres sdo caracterizadas pela sua posicao na ponta dos brotos angiogénicos e pela
presenca de filopodios que funcionam como sensores de pistas angiogénicas atrativas como o
VEGF-A (Hellstrom et al. 2007). Segundo dados da literatura, um excesso de células
expressando receptores VEGFR2 leva a um desequilibrio entre proporcfes adequadas de
células endoteliais lideres e da haste, prejudicando assim a morfogénese das estruturas
tubulares (Mettouchi, 2012).

Desta forma, resolvemos comparar o perfil de células endoteliais incubadas com matriz
autologa com o daquelas em contato com a matriz tumoral, utilizando a estratégia de analise
global da expressdo génica ou analise de transcriptoma (Nobuta et al. 2007) buscando
correlacionar as diferencas no padrdo de expressdo de transcritos com o fenotipo dessas

células endoteliais.
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Conforme mostra a Tabela 2, observamos que a MEC tumoral induz nas células
endoteliais um aumento bastante significativo de genes envolvidos na aquisi¢do do fendtipo

endotelial de célula lider.

Tabela 2 - Genes relacionados ao fendtipo endotelial de células lideres induzidos pela matriz
de astrocitoma U-373 MG

Gene Proteina Expressao Valor de p Valor de p
(fold change) ajustado”

AQP1 aquaporina 1 4.4 2,39E-011 4,20E-008
DLL4 delta like 4 2,3 0,00012783 0,01323328
EFNB2 efrina B2 2,1 2,04E-012 4,79E-009
MMP14 metaloproteinase 14 1,8 1,85E-006 0,00059184
PLXD1 plexina D1 1,5 0,00030782 0,0219931

(¥):

- Genes analisados de acordo com o modelo de binomial negativo para obtengéo do valor

[log.foldchange]
- Foi aplicada a correcdo de FDR - Benjamini-Hochberg (Benjamini e Hochberg 1995)
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ABSTRACT

Altered ECM is a hallmark of most solid tumors, affecting diverse cellular functions, such as
survival, growth, migration and differentiation. Apoptotic cell death is widely considered a
positive process that both prevents and treats cancer. Paradoxically, it has been proposed that
apoptosis can also play beneficial roles in tumor microenvironment, by even promoting
cancer. We have previously shown that the ECM secreted by high-grade astrocytomas
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induced massive endothelial cell apoptosis by anoikis, while a surviving endothelial
subpopulation acquired a tubulogenesis-defective phenotype (Tubulogenesis-Defective
Endothelial Cells, or TDECs). Since apoptosis is also known to be an important tool in
vascular remodeling, we decided to investigate the role of apoptotic cells and their
conditioned media in the modulation of endothelial tubulogenesis. Using a real time
videomicroscopy approach, we observed that apoptotic cells, that had undergone anoikis after
incubation with a TN-rich astrocytoma extracellular matrix, were able to attract migrating
endothelial cells, and also seemed to guide the growth of sprouts between distant endothelial
cells. The further analysis of the apoptotic conditioned media showed the presence of a 2.8-
fold higher amount of extracellular vesicles (EVs), as compared to the number of EVs
generated by endothelial cells incubated with their autologous matrix. Although both types of
EVs were able to significantly improve the tubulogenesis capacity of TDECs, only the
vesicles produced by cells incubated with astrocytoma ECM were able to induce TDECs
migration. In summary, our data suggest that endothelial apoptosis induced by altered tumor
ECM may generate an advantageous autocrine signaling mechanism, through shedding or
secretion of endothelial extracellular microvesicles, that ultimately could favor the
angiogenic balance.

INTRODUCTION

High-grade gliomas are the most common brain tumors. Despite intensive research it
still presents a poor prognosis (Wang and Jiang, 2013). These tumors have the ability to
modify their stromal environment, altering the behavior of neighboring normal cells, as
endothelial cells (Kahlert and Kalluri, 2013). Cancer progression is dependent on abnormal
angiogenesis that supply oxygen, growth factors and nutrients to facilitate tumor growth and
metastasis development (Huang et al. 2015).

Recent studies have shown that tumor microenvironment can increase the secretion of
extracellular vesicles (EVs), which are able to fuse with cell membranes, thus allowing
communication between tumor and surrounding cells (Martinez and Andriantsitohaina, 2011,
Ramachandran et al, 2012).

EVs are defined as a set of secreted or shed membrane vesicles that includes
exosomes, microvesicles and apoptotic bodies. Exosomes refer to vesicles of 30-150 nm in

diameter, generated by exocytosis of multivesicular bodies (MVBs) and are secreted when
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these compartments fuse with the plasma membrane. Microvesicles are shed from the plasma
membrane through direct outward budding and have 100-2,000 nm in size, while apoptotic
bodies are released upon fragmentation of cells undergoing apoptosis, with vary in size
between 50 and 5,000 nm. EVs can carry a broad repertoire of cargoes, including cytokines,
membrane receptors and receptor ligands, lipids and nucleic acids (Vader et al, 2014; Hina et
al, 2016).

EVs can affect angiogenesis by inducing changes in proliferation, migration, and
adhesion of endothelial cells, and by altering the production of proangiogenic and anti
angiogenic factors (Soleti, 2009; Zernecke, 2009). Furthermore, during artherosclerosis,
endothelial cells undergoing apoptosis release extracellular vesicles that trigger a paracrine
signaling that ultimately leads to the mobilization of progenitor cells and to the inhibition of
endothelial cells apoptosis (Zernecke 2009).

We have previously shown that extracellular matrices (ECMSs) secreted by high-grade
astrocytomas - which are rich in tenascin-C (TN-C) - induced massive endothelial cell anoikis
(40-80% of cell death after 24 hours of incubation with astrocytoma ECM, compared to non
tumoral ECMs). Noteworthy, this apoptotic phenomenon selected an apoptosis-resistant
endothelial cell subpopulation that was defective in forming tubular structures (Alves et al,
2011).

Endothelial cell apoptosis has been longly recognized as an essential part of
physiologic angiogenesis, mainly related to vessel pruning and regression, where cell
adhesion plays a major role (Chavakis and Dimmeler, 2002). Apoptosis is known to prevail in
hypotoxic microenvironments of advanced solid tumors (Vaupel and Mayer, 2007). Also, it
has been shown that dying endothelial cells induced directional endothelial cell sprouts,
suggesting that apoptotic cells could trigger a sequence of events important for angiogenesis

and vascular remodeling (Weihua et al, 2005).
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In this study, we decided to investigate the possible contribution of endothelial
apoptotic cells - induced by an astrocytoma derived-ECM - in the angiogenenic process. We
reproduced the endothelial apoptosis phenomenon previously described by our group (Alves
et al, 2011) and next characterized a role for endothelial extracellular vesicles in

tubulogenesis, endothelial branching and migration in vitro.

MATERIAL AND METHODS

Primary cell cultures

Except where stated, all culture supplies were from Life Technologies/Invitrogen (Séo Paulo,
Brazil). Human umbilical vein endothelial cells (HUVECSs) were obtained by a modification
of the procedure previously described (Jaffe et al, 1973), after treatment of umbilical veins
with a 0.1% collagenase IV solution (Sigma, St. Louis, MO), and grown in 199 medium
(M199, Sigma) supplemented with 20% fetal calf serum and antibiotics. Umbilical cords were
collected according to the guidelines provided by SISNEP/CONEP — Brazilian Ministry of
Health (CAAE: 0086.0.314.325-10 - Source Protocol #74/2010, approved by the SMSDC-
RJ/City of Rio Janeiro Research Ethics Committee). At least five independent primary
cultures were pooled for each experiment, in order to minimize the interference of individual

genetic variation. Endothelial cells were used at passage 3.

Astrocytoma cell line
The human astrocytoma cell line U-373 MG was obtained from ATTC (Manassas, VA, USA)
and has been classified as a malignant anaplastic astrocytoma grade IlI-glioblastoma. These

cells were cultured in DMEM/F12 supplemented with 10% FCS, glutamine and antibiotics.
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Preparation of fresh immobilized extracellular matrix (ECM)

Fresh immobilized ECMs (from astrocytoma and endothelial cells) were obtained as
previously described (Morandi et al, 1994; Alves et al, 2011). Briefly, cells were seeded onto
plastic (6, 24 or 96-well plate), sterile glass coverslips, or 25 cm? tissue culture flasks, and
grown until they reached confluence (about 48 hours). Monolayers were disrupted with cold
lysis buffer (PBS-Ca®*, pH 7.4, containing 0.1% Triton X-100, 0.1IM NH,OH, 40 pM
leupeptine and 1mM PMSF) and cell debris were washed twice with cold PBS-Ca®".

Immobilized matrices were used as substrata for HUVEC adhesion and viability assays.

Detection of endothelial cell adhesion and deadhesion-induced apoptosis

HUVECs were seeded onto native ECM, in 96-well plates (3x10* cells/well, at least in
triplicate), in M199/0.1% BSA, for 2 hours or 20 hours. After these periods, non-adherent
endothelial cells were removed with serum-free medium washing and adherent cells were
detected by the MTT assay (Denizot and Lang, 1986). Samples were read at 595 nm on
BioRad microplate reader (Hercules, CA), in parallel with a cell number standard curve (0.5-
5x10* cells/well) simultaneously seeded in M199/10% FCS. Detached astrocytoma ECM-
induced endothelial cells were double stained with Annexin V-FITC conjugated (AV) (BD
Biosciences, S&o Paulo, Brazil) and propidium iodide (PI) (Sigma) and cell fluorescence
intensity was read at FACScalibur (Becton & Dikinson). Briefly, 1x10° cellslem?* HUVECs
were seeded onto human glioma ECM. After 4 hours of adhesion, floating cells were removed
by M199/BSA washes. After total 24 hours, detached HUVECs were pooled and centrifuged.
After one wash with cold PBS-Ca?*, cells were suspended in AV binding buffer (100 mM

Hepes, pH 7.4, 1.5 M NaCl, 50 mM KCI, 10 mM MgCl, 18 mM CacCl,) containing 5 pl AV-
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FITC-conjugate and 1 pg/ml PI for 15 minutes at room temperature. We analyzed 10.000
events in the gate, after exclusion of cell debris. Internal controls were performed each time

(unstained cells, cells stained with AV-FITC (no PI) and cells stained with Pl (no AV-FITC).

Quantification of endothelial cells bearing pyknotic nuclei.

HUVECs incubated with different matrices for 24 hours were fixed with formaldehyde 3.7%,
permeabilized with Triton X-100 0.2% and stained with DAPI (1pug/ml in PBS). The number
of pyknotic nuclei and intact nuclei were counted using a fluorescence microscope
(magnification: 20x). Each condition was performed in triplicate slides. Random
quantification of ten fields was done and expressed as the relation between pyknotic nuclei

(PN) and intact nuclei (IN).

Isolation of extracellular vesicles (EVs)

After 24h HUVEC incubation with extracellular autologous or astrocytoma matrices, the
supernatant was collected and submitted to 500xg centrifugation for 10 minutes, for removal
of cell bodies and cellular debris. The supernatant was collected and submitted
ultracentrifugation (100,000xg), for 4 hours, at 4°C. Pellets containing the microvesicle
fraction were labeled with anexin V-FITC. Calibration beads (<1 um) were used to delimit

the desired gate (Rautou et al, 2011).

Tracking analysis of EVs
After EVs isolation, samples were quantified by nanoparticle tracking analysis (NTA) using a
Zetaview S/N 205 realtime particle analysis equipment (Particlemetrix, GmBH) according to

the manufacturer instructions. Briefly, EVs-containing samples were diluted in 1 mL PBS and
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injected into the sample chamber in suitable dilutions (around 100 samples per field) with a
hypodermic syringe. Eleven different fields of the sample chamber were recorded in digital

video and analyzed by the ZetaView 8.02.31 software, using a sensitivity of 85%.

In vitro tubulogenesis assay

HUVECs (2x10° cells) previously incubated for 24 hours with immobilized matrices
produced by the astrocytoma U-373 MG, or tubulogenesis-defective endothelial cells
(TDEC), were seeded in triplicate wells onto Matrigel (growth factor reduced, BD
Biosciences, Sdo Paulo, Brazil), in M199 medium supplemented with 5% FCS. Then,
conditioned media (containing variable amounts of apoptotic HUVECs or EVs), or purified
EVs were immediately added to the culture. After 18 hours, cells were fixed in 1.1%
glutaraldehyde in PBS for 10 minutes, followed by three washes with PBS, and the total
number, length and bifurcations of tube-like structures/well was counted, by three
independent observers. In some experiments, conditioned media were depleted for EVs by

ultracentrifugation (100,000xg), for 4 hours, at 4°C.

Chemotaxis assay

For cell migration (chemotaxis) analysis in vitro, TDECs were seeded on upper chamber at a
density of 4x10%cells/well, in 48-well modified Boyden chambers containing a polycarbonate
membrane (pore size, 8 um; Neuroprobe, Inc., Gaithersburg, MD, USA), and incubated at
37°C in a 5% CO, atmosphere for 4 h. We used EVs from HUVEC seeded onto autologous
ECM or U373 ECM at a density of 50 EVs/ul. Were added to the lower chamber medium 199
pure, medium 199 with 10%FCS or EVs. In some conditions, TDECs were incubated with 50
EV/ul to migrated toward medium 199 with 10% FCS (in lower chamber). The cells that

migrated to the lower membrane surface were fixed and stained using Wright-Giemsa stain
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and counted by light microscopy (400x), in an Olympus BX41 light microscope (Tokyo,

Japan).

In vitro migration time-lapse videomicroscopy assays

HUVECs (2x10°) were seeded onto plastic and after 24h, serum was removed and
astrocytoma ECM-induced apoptotic HUVECs (1x10°) were added. Image caption was
performed by a digital CCD camera (Hamamatsu C2400) connected to a Nikon TE 300
phase-contrast optical microscope at 37 C and at 5% CO,. For short migration assay (about 10
minutes), a single apoptotic endothelial cell was brought to the proximity (at a distance under
100 um) of viable endothelial monolayer using optical tweezers. We captured one frame at
each 15 seconds. For a longer migration test (about 30 minutes), we captured one frame at

each 5 seconds.

Short-term Matrigel ™ time-lapse videomicroscopy assay

HUVECs (2x10°) were seeded onto Matrigel (growth factor reduced, BD Biosciences, Sdo
Paulo, Brazil) with 5% FCS and cells were allowed to incubate for 4 hours, before image
captions. After that, glioma ECM-induced apoptotic HUVECs (1x10°) were added to the

culture. One frame every minute was captured.

RESULTS

Apoptotic endothelial cells induce endothelial cell migration
Weihua and co-works (2005) had shown that, under a distance of 200 pum of
proximity, apoptotic endothelial cells can induce sprout formation. Here, we tested whether

endothelial cells rendered apoptotic by anoikis, after incubation with astrocytoma ECM could
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induce the migration of healthy endothelial cells in vitro. We added to the culture 50% of
apoptotic endothelial cells and time-lapse videomicroscopy was performed. Using optical
tweezers and time-lapse videomicroscopy, we were able to positioning single apoptotic cells
near viable endothelial monolayers, within distances <100 pm. Figure 1 shows a
representative record, using this approach: after 3 minutes, we were able to observe
endothelial cells migrating toward manipulated apoptotic cells (Fig. 1A). From 5 to 30
minutes of time-lapse videomicroscopy recording, we registered images of migrating
endothelial cells that were highly suggestive of the establishment of new contacts with other
endothelial cells, adjacent to the place where the apoptotic cell had been positioned by the

optical tweezers (Fig. 1B).

Apoptotic endothelial cells guide the formation of endothelial sprouts in vitro

In order to investigate whether apoptotic cells exerted any effect in the ability of
viable endothelial cells to establish network-like connections, thus possibly modulate the
ability of endothelial cells to form tube-like structures, we combined the time-lapse
videomicroscopy recording with a 3-D Matrigel assay (Figure 2). For better tracking of
apoptotic cells, they were digitally colored (blue, red and green colors; the same figure with
the uncolored apoptotic endothelial cells is available as supplementary data - Fig. S1). Four
hours after seeding cells on Matrigel, when some initial sprouts could be observed, apoptotic
endothelial cells were added to Matrigel pellets (t = 0 minutes). Interestingly, after 23
minutes, when all endothelial apoptotic cells added had reached the Matrigel pellet, they
appeared positioned between the sprouts in formation (Figure 4, 23-200 minutes), as images
were suggestive of their participation in branching organization (details of this analysis are

provided in the legend for Figure 2).
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Apoptotic endothelial cells increase tubulogenesis in vitro in a dose-dependent manner

As we have previously shown, the tenascin-C-rich extracellular matrix secreted by the
U-373 MG astrocytoma cell line selects a particular subpopulation of endothelial cell, that
become defective for tubulogenesis (Alves et al, 2011). Since we observed that endothelial
cell sprouting could be modulated by the presence of the dead endothelial cells that underwent
anoikis (induced by the ECM secreted by the astrocytoma cell line U-373-MG), we decided to
investigate the formation of tube-like structures by these tubulogenesis-defective endothelial
cells (TDECs), when they were exposed to increasing amounts of apoptotic cells, by
performing a long-term (16-18 hours) Matrigel tubulogenesis assay. Added apoptotic cells
were expressed as percentages of total TDECs seeded on Matrigel pellets. We found that there
was a significant increase in the number of tube-like structures when the ratio of dead to
TDECs was set at 1:3 to 1:2 (Figure 3A). However, all apoptotic cells amounts added (10-
50%) increased about 4-fold the number of structure bifurcations (Fig. 3B). The presence of

bifurcations is an important criterion for evaluating the level of network branching.

Endothelial anoikis induced by astrocytoma ECM promotes the shedding of extracellular

vesicles (EVs)

In the last few years, the relationship between the apoptotic process and the biogenesis
of extracellular vesicles (EVs) has become increasingly evident (Minciacchi et al, 2015;
Ciardiello et al, 2016). We have previously shown that endothelial cell death by anoikis was
consistently induced by the ECM produced by either established astrocytoma cell lines (U-
373 MG, A172 or U87), or by primary derived cells grown from human astrocytoma explants

(GBMO02, GBMO03, GBM95) (Alves et al, 2011). Nevertheless, the impact of EVs in
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angiogenesis, in the context of the endothelial anoikis induced by the matrix of these
clinically relevant tumors, has not been covered by the literature so far.

Thus, we decided to elucidate and characterize the presence of EVs in the conditioned
medium of cells rendered apoptotic after 24 hours incubation with the ECM secreted by U-
373 MG tumor cells, as compared to the conditioned medium of endothelial cells incubated
with their own produced ECM (autologous matrix). In order to ensure that EVs would be
isolated from cell cultures undergoing anoikis, we quantified cell adhesion in all samples after
24 hours of incubation, and also the amount of cells bearing pycnotic nuclei, a hallmark of
advanced apoptosis (Figure 4A & 4B). Deadhesion induced by astrocytoma ECM was ~60%
greater than in endothelial cells incubated with their autologous matrix (Fig. 4A).
Accordingly, the ratio pycnotic nuclei: intact nuclei (PN:IN) of endothelial cells seeded on
glioma matrix was 93% higher than the one exhibited by cells seeded on autologous matrix
(Fig. 4B).

Having confirmed the apoptotic nature of our starting material, conditioned media
containing dead cells and cellular fragments - besides an expected variety of lighter
particles/vesicles released by cells (viable or damaged) - were fractionated and purified by
ultracentrifugation. Samples were then analysed for the presence of extracellular vesicles
(EVs) up to 1 um in size, by flow cytometry. We observed the incubation of endothelial cells
with astrocytoma-derived matrix provoked a 2.8-fold increase in EVs release, as compared to
endothelial cells incubated with their autologous matrix (Fig. 4C & 4D). Samples were
quantified by nanoparticle tracking analysis (Fig. 4E). By this technique, we also found a
larger amount (2.46 fold increase) of EVs in samples isolated from endothelial cells

previously incubated with astrocytoma ECM.
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EVs derived from astrocytoma-induced endothelial anoikis support endothelial
tubulogenesis and migration

Since we demonstrated that endothelial anoikis proceed with a massive production of EVs, we
asked whether the induction of endothelial migration and tubulogenesis by apoptotic cells,
observed in the later experiments (Figs. 1-3) could be related to EVs generation by apoptotic
cells. Using again the Matrigel tubulogenesis assay, we found that EVs produced by
endothelial cells that underwent anoikis on astrocytoma matrix significantly increased
tubulogenesis of TDECs (Figure 5A & 5C). The depletion of EVs (generated on autologous
or tumor ECM) completely abrogates their positive effect on tubulogenesis (Figure 5B & 5C).
However, this induction was not significantly different from the stimulation obtained when
EVs were isolated from endothelial cells incubated with the autologous matrix (thus, from
healthy, non apoptotic cells).

Upon first consideration, this result would be suggestive of no major qualitative
differences between EVs generated by endothelial cells growing either on autologous or
tumor matrices. But, interestingly, both types of EVs greatly differed in their actions, when
the functional approach used was a chemotactic assay. TDECs migrated significantly more
towards EVs isolated from endothelial cells previously incubated with astrocytoma ECM, as
compared with EVs isolated from non-apoptotic endothelial cells (Figure 6). The stimulation
of TDECs by EVs produced by apoptotic cells was even comparable to the one achieved
when 10% FCS (a positive control) was used as chemoattractant. This result suggests that
EVs released by apoptotic cells may be qualitatively different from EVs produced by healthy,

adherent endothelial cells, with potential repercussions for the angiogenic process.
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DISCUSSION

In angiogenesis, a variety of factors cooperate to regulate neovessel formation and
persistence. The ECM not only information about local microenviroment but also provides
anchorage and signaling for endothelial cells (ECs) survival. In tumor angiogenesis, the
abnormal composition of ECM can be sufficient to induce apoptosis. Alves and co-workers
(2011) described the effect of human glioma produced immobilized extracellular matrix
(ECM) on the behavior of human endothelial cells: cell detachment and apoptosis of
endothelial cells by anoikis and selection of enhanced endothelial proliferative although less
capable of performing tubulogenesis. Thus, the survival of ECs is intimately tied to their local
microenvironment and, in particular, the presence of survival promoting growth factors and
extracellular matrix protein.

In physiologic conditions, apoptotic endothelial cells are able to trigger a sequence of
important events for angiogenesis and vascular remodeling (Wietecha et al, 2013). Here, we
observed that apoptotic cells are able to attract migrating endothelial cells. Also, apoptotic
endothelial cells seemed to be intermingled between forming sprouts, in Matrigel 3-D assay.
We confirmed this ability to inducing a pro- angiogenic behavior by challenging a
tubulogenesis-defective population of endothelial cells (TDECs) with EVs isolated from both
apoptotic and healthy endothelial cells. EVs from both origins were seemingly able to mediate
intercellular communication events that contributed to improve the tubulogenic response of
TDECs. However, since the amount of EVs produced in the pro-apoptotic environment
provided by the TN-C-rich astrocytoma matrix is three-fold higher than the amount generated
by cells incubated with their autologous endothelial matrix, one can expect that the effect of

EVs would be physiologically relevant in tumors.
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In contrast, EVs derived from conditioned medium of endothelial cultures undergoing
anoikis significantly and distinctively induced TDECs migration. Roles have been proposed
for extracellular vesicles actively released from different cells during angiogenesis. Indeed,
most studies demonstrated that EVs derived from tumor cells stimulate the secretion of
proangiogenic factors by stromal cells and facilitate the proliferation of endothelial cells, thus
promoting angiogenesis and allowing tumor growth (Turturici et al, 2014). For example,
glioblastoma EVs are enriched in angiogenic proteins such as fibroblast growth factor (FGF),
interleukin (IL)-6 and VEGF and stimulate angiogenesis in vitro in a brain microvascular
endothelial tube formation assay (Skog, et al, 2008). Similarly, B16-F10 melanoma derived
EVs induce production of pro-angiogenic cytokines including IL-1a, FGF and tumour
necrosis factor alpha (TNFa) by 2F-2B endothelial cells, which results in increased formation
of endothelial spheroids and sprouts (Hood et al, 2009). However, literature that addresses the
autocrine role of EVs on endothelial cell differentiation, in the context of matrix
microenvironments able to induce anoikis, is rather scarce (Kholia et al, 2016). The
characterization of the content of the EVs generated by cells undergoing detachment-induced
apoptosis, used in the present work, is currently under investigation in our laboratory.

In summary, our data suggest that endothelial apoptosis induced by altered tumor
ECM may generate an advantageous autocrine signaling mechanism, through shedding or
secretion of endothelial extracellular microvesicles that, ultimately, could favor the

angiogenic balance.
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0 min 5 min 13 min 27 min 30 min

Figure 1 — Induction of endothelial cell migration by endothelial apoptotic cells. Using
optical tweezers and time-lapse videomicroscopy, we were able to positioning single
apoptotic cells near viable endothelial monolayers. In (A), an apoptotic endothelial cell is
positioned near the endothelial monolayer (arrow). Within few minutes, a migrating
endothelial cell can be observed (star), which starts to exibit membrane extensions (6
minutes) and long filopodia (7-8 minutes). On another recording series (B), another moving
cell seems to establish cytoplasmic connections with another cell placed in the direction of a
apoptotic cell displaced to the same direction. Bars represent 20 pum.
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Figura 2 — Apoptotic endothelial cells induce endothelial sprouting. Endothelial cells
rendered apoptotic by anoikis, after incubation with immobilized matrix secreted by U-373-
MG astrocytoma cells, were used in this experiment. Using optical tweezers and time-lapse
videomicroscopy, it was possible to track apoptotic cell-guided sprouting events. In these
images, the apoptotic cell digitally colored in red had linked two nascent sprouts by 30
minutes of assay. These sprouts joined each other after apoptotic red cell displacement (89-
169 min). Red cell initiates the same process at another forming sprout (123-233 min). By
457-604 minutes, the red cell exhibited a typical apoptotic cell shrinkage and fragmentation
appearance. Similar sprout-like structures can be observed with the blue and green endothelial
apoptotic cells. Bars represent 20 um.
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Figure 3- Apoptotic endothelial cells improve tubulogenesis in tubulogenesis-defective
endothelial cells (TDECs): TDECs were prepared by seeding HUVECs on immobilized
extracellular matrix secreted by U-373 MG astrocytoma cells, as described in the Material
and Methods section, and then submitted to the Matrigel assay, in the presence of the
indicated amounts of apoptotic endithelial cells undergone anoikis. After 16 hours, were fixed
in 1.1% glutaraldehyde in PBS and the total number of tube-like structures/well (A) and total
number of endothelial bifurcations (B) were counted, by two independent observers.
Determinations were done in quadruplicate for each condition. N=3. (*p<0,05 ; ** p< 0,01;
*** p<0,001).
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Figure 4- Quantification and size characterization of extracellular vesicles (EVs) isolated
from endothelial conditioned media. (A) HUVECs were seeded either onto autologous
ECM or the matrix secreted by U-373 MG astrocytoma cells. (B) Whole conditioned media
containing detached cells exhibiting pycnotic nuclei in either condition were fractioned and
used to isolate EVs by ultracentrifugation. The amount and size of EVs was determined by
either FACS analysis (C,D) or nanoparticle tracking analysis (NTA) (E), as described in the
Material and Methods section. PN = cells bearing pycnotic nuclei; IN = cells bearing intact

nuclei.
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Figure 5- Induction of tubulogenesis by EVc isolated from endothelial cells rendered
apoptotic by anoikis. (A) TDECs were prepared by seeding HUVECs on immobilized
extracellular matrix secreted by U-373 MG astrocytoma cells, as described in the Material
and Methods section, and then submitted to the Matrigel assay in the presence of the indicated
amounts of EVs. EVs were isolated either from HUVECs detached from their autologous
matrix (H) or from U-373 MG matrix (U). After 16 hours, cells were fixed in 1.1%
glutaraldehyde in PBS and the total number of tube-like structures/well was counted. (B) The
same approach was performed after depletion of EVs from incubation media. (C)
Morphological aspect of TDECs on Matrigel pellets after 16 hours (*p<0,05 ; ** p< 0,01; ***
p<0,001).
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Figure 6- EVs isolated from endothelial cells rendered apoptotic by anoikis induces
TDECs chemotaxis. TDECs were prepared by seeding HUVECs on immobilized extracellular
matrix secreted by U-373 MG astrocytoma cells and then submitted to a chemotaxis assay in a
modified Boyden chamber, as described in the Material and Methods section. EVs, isolated
either from HUVECSs detached from their autologous matrix (H) or from U-373 MG matrix
(U) (50 EVs/uL), were incubated with different compartments of the system, as indicated.
Cells were allowed to migrate for 4 hours. (*) p<0.05, as compared to M199 (serum-free
medium); (#) and ($) p<0.05, as compared with cells incubated with EV(H) in the upper
chamber.
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Figure S1 — Untagged images version for Figure 2
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4 DISCUSSAO

Eventos celulares como crescimento, morfogénese, adesdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia sdo o resultado da integracdo de sinais quimicos e biofisicos do ambiente que
circunda a célula. As principais fontes destes sinais ambientais sdo as intera¢fes entre a célula
e a MEC (Eckes et al. 2010).

Mecanismos reguladores garantem a producéo, degradacao e remodelamento da MEC
durante o desenvolvimento e funcionamento normal dos érgdos (McCaw et al. 2007). A
ruptura de tais mecanismos de controle desregula e desorganiza a MEC, levando a
comportamentos anormais das células e consequentemente ao fracasso da homeostase. Na
verdade, anormalidades na MEC sdo um dos resultados clinicos mais ostensivos em diversos
tipos de tumores (Cox e Erler, 2011). Um grande desafio atualmente é entender como a
perturbacdo da dinamica da MEC pode contribuir para essas doengas.

As moléculas da MEC, juntamente com o sistema de sinalizacdo célula-célula,
representam uma parte importante do desenvolvimento e remodelamento dos vasos no
microambiente tumoral (Lu et al. 2006; Kass et al. 2007; Arroyo et al. 2010). Além disso, a
desestabilizacdo da interacdo célula endotelial- matriz parece ser suficiente para iniciar
apoptose dependente de caspases e culminar em répida involucdo das estruturas vasculares
(Re et al. 1994; Meredith et al. 1993). A adesdo a matriz extracelular protege as células
endoteliais humanas (HUVECSs) da apoptose mediada por Fas/FasL, ao passo que células
mantidas em suspensao ficam suscetiveis a apoptose mediada por Fas (Aoudjit e Vuori,
2005).

A maioria das glicoproteinas da MEC, como por exemplo, a fibronectina, a laminina,
0 coldgeno e a vitronectina, promove aadesdo celular e reorganizacdo do citoesqueleto,
levando a sinais que estdo diretamente envolvidos na diferenciacdo e na sobrevivéncia celular.
No entanto, existe outra classe de proteinas da MEC, as proteinas matricelulares que, em
geral, ndo sdo constituintes estruturais permanentes da MEC, mas podem ter sua expressao
modificada por diferentes estimulos, funcionando como moduladores das interacdes célula-
matriz. Muitas delas possuem atividade anti-adesiva e, neste grupo bastante heterogéneo,
estdo as tenascinas, SPARC (proteina acida secretada e rica em cisteina) e trombospondinas
(TSP), cuja expressao aumenta durante o desenvolvimento, apos lesdes teciduais e durante o

desenvolvimento tumoral. A classe das proteinas matricelulares inclui ainda a osteopontina;
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0s membros da familia CCN (Cyr61, CCN2, CCN3); a periostina; as R-spondinas; as
fibulinas curtas (ex.: hemicentina); as galectinas; os pequenos proteoglicanos ricos em leucina
(SLRPs); a autotaxina; o fator derivado de epitélio pigmentar (PEDF) e o inibidor-1 do
ativador de plaminogénio (PAI-1) (Murphy-Ullrich e Sage, 2014).

A MEC secretada por gliomas difere qualitativa e quantitativamente da MEC do
cérebro adulto normal (Ruoslahti, 1999; Castellani et al, 2002; Bellail et al. 2004). Nestes
tumores, a MEC pode apresentar diferentes graus de expressao de TN-C, porém sua presenca
estd sempre correlacionada com um péssimo progndstico para 0 paciente, uma vez que sua
presenca aumenta com a gradacdo do tumor (Herold-Mende et al. 2002; Leins et al. 2003;
Hirata et al. 2009) e esta correlacionada inversamente com a expressao da fibronectina (FN).

Efetivamente, na Parte | de nossos resultados, conseguimos verificar que astrdcitos
humanos ndo transformados secretam grandes quantidades de FN e niveis indetectaveis de
TN-C, corroborando a literatura que indica o aumento de expressao da TN-C como um
importante parametro da transformac&o tumoral, em alguns tipos de tumores sélidos (Xia S et
al. 2016). A importancia dessa relacéo inversa entre os contetdos de FN e TN-C na matriz de
astrocitomas para a adesdo e tubulogénese de células endoteliais foi demonstrada em nosso
trabalho prévio (Alves et al. 2011), no qual observamos que matrizes apresentando elevadas
relagdes TN:FN resultavam em defeitos tubulogénicos nas células endoteliais incubadas com
estas matrizes.

A FN parece estar envolvida na estabilizacdo, maturacdo e morfogénese dos vasos ao
funcionar como uma plataforma de sinalizacdo celular promovendo a apresentacdo de
citocinas angiogénicas as células endoteliais (Vouret-Craviari et al. , 2004; Hynes, 2009).
Embrides knockout para FN apresentam defeito na vasculogénese, com clara insuficiéncia nas
etapas de formacdo do Iumen (Astrof e Hynes, 2009). Em oOrgéos epiteliais, aFN
organizada na superficie da célulaatravés de um mecanismo-dependente da integrina
a5B1 mostrou-se essencial para o estabelecimento de um padrdo correto das estruturas
ramificadas (Sakai et al. 2003).

Na MEC de vasos quiescentes, a TN-C é fracamente expressa ou indetectavel. No
entanto, é altamente expressa apds a injuria do vaso (Obberghen-Schilling et al. 2011) como
tambem na angiogénese de diversas patologias incluindo diabetes, aneurisma da aorta,
(Castellon et al., 2002;. Jallo et al., 1997; Paik et al., 2004), aterosclerose (Fischer, 2007),
colite ulcerativa (Dueck et al., 1999), doenca inflamatdria intestinal (Geboes et al., 2001),
doenga de Crohn (Riedl et al., 2001), vasculite (Gindre et al., 1995) e céancer (Brosicke e
Faissner, 2015).
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A adeséo celular tornou-se um mecanismo bastante investigado, envolvido na anoikis,
na proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular (Murphy-Ullrich, 2001). Como um
importante sensor do microambiente celular, os diferentes tipos de integrinas regulam
numerosas Vias de sinalizacdo em resposta a variacées na composicdo da MEC (Blandin et al.
2015). Por exemplo, adesdo a fibronectina através de integrinas, promove a associa¢do da
proteina tirosina fosfatase (SPH2) com o receptor de fator de crescimento derivado de
plaqueta (PDGFR) levando a ativacao sustentada de Ras e ERK1 (DeMali et al. 1999; Streuli,
2009). Sinais bioquimicos e biomecanicos da MEC transmitidas para as células através das
integrinas sdo extensivamente modificados no microambiente tumoral. O repertério de
integrinas é submetido a alteracGes do nivel de expressdo, tanto nas células tumorais quanto
nas células do estroma do tumor (Hanahan e Weinberg, 2011).

As integrinas sdo as principais proteinas responsaveis por ligar as proteinas da MEC ao
citoesqueleto de actina. Adicionalmente, como as integrinas ndo possuem atividade quinase
intrinseca, moléculas de sinalizacdo e adaptadores sdo recrutadas para as suas porcdes
citoplasmaticas (Eke et al. 2012). A quinase de adesdo focal (FAK) € recrutada para as
regibes de adesdo na membrana através da interacdo de seu dominio FAT com as proteinas
talina e paxilina, associadas as integrinas. O recrutamento para a membrana leva a associagdo
do dominio FERM com fosfolipideos de membrana, liberando o sitio de autofosforilacdo
Y397 e a alca de ativacdo (Frame et al. 2010). Desta forma, as integrinas podem regular a
sobrevivéncia celular associando-se com a quinase de adesdo focal (FAK), iniciando a
sinalizacdo MAPK/ERK (Streuli et al. 2009).

Dados anteriores do nosso grupo mostraram que as células endoteliais capazes de aderir
a matriz de astrocitoma (U-373 MG) se encontravam na fase GO/G1 do ciclo celular. Levando
em conta o contelldo de TN-C e FN da matriz das células de astrocitoma, sugerimos que o
mecanismo na base desse efeito bioldgico fosse a selecdo de células endoteliais que
apresentassem uma maior de expressdo integrinas capazes de ligar a TN-C.

Desta forma, resolvemos avaliar a expressdo da integrina a9B1, principal receptor de
TN-C, nas células endoteliais que aderiram as diferentes matrizes. Observamos que a MEC
da linhagem de astrocitoma humano (U-373 MG) selecionou células endoteliais com maior
expressao desta integrina quando comparada com aquelas que aderiram a MEC aut6loga. No
presente trabalho, células endoteliais condicionadas pelas diferentes matrizes nativas
imobilizadas mostraram diferencas tanto na cinética de ativacdo da FAK quanto da ERK.
Embora a integrina a9f1 utilize algumas proteinas adaptadoras - como FAK, Src e ERK - em

comum com outras integrinas da subfamilia B1 (Gupta e Vlahakis, 2009), pudemos verificar
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que o padrdo de ativacdo de FAK e ERK foi muito diferente do observado quando o estimulo
foi proporcionado pela matriz endotelial autologa, rica em FN, sugerindo uma cinética de
ativacdo mais lenta. Este resultado corroborou a hipotese da MEC tumoral permitir a adesao
de uma subpopulacdo de células endoteliais que expressa um determinado perfil de integrinas
e, consequentemente, levam a ativacdo diferenciada dessas vias de sinalizagdo. No entanto, o
significado funcional das diferencas observadas nas vias de sinalizagdo que analisamos ainda
precisa ser melhor investigado.

A cadeia a9 das integrinas, identificada em 1993, forma um dimero unicamente com a
cadeia beta 1 e é uma das mais recentes integrinas dos vertebrados, em termos evolutivos
(Palmer et al, 1993; Hoye et al, 2012). Apesar de pouca atencdo ter sido dedicada até hoje aos
mecanismos de acdo desta integrina, o fato dela ser expressa por uma imensa variedade de
tipos celulares como epitélio das vias aéreas, queratindcitos, células musculares (lisas,
esqueléticas e cardiacas), hepatdcitos, neutrofilos, osteoclastos e células endoteliais, entre
outras, sugere que a integrina a9p1 desempenhe um importante papel na maioria dos tecidos
dos vertebrados (Hoye et al, 2012).

No endotélio em particular, foi demonstrado que a integrina a9f1 ¢ capaz de se ligar
diretamente ao VEGF-A, -C e D (Vlahakis et al, 2005 e 2007), aumentando a ativacdo do
receptor tirosina quinase VEGFR2. Mais recentemente, 0 mesmo grupo mostrou que 0 mesmo
mecanismo “tripartite” que envolve a interagio VEGF<«integrina<>VEGFR2 é responsavel
pela migracdo de células endoteliais, estimulada por VEGF-A (Oommen et al. 2011). Dessa
maneira, sugerimos que o aumento de migracdo, igualmente estimulada por VEGF-A que
detectamos nas células endoteliais selecionadas pela matriz de células U-373 MG (Figura 26)
possa ser, em parte, explicada pelo mesmo mecanismo, possibilidade que procuraremos
explorar nas proximas etapas desse trabalho.

Entretanto, a expressdo de outras integrinas ligantes de TN-C precisa ser também
avaliada em nosso modelo. Adicionalmente, mecanismos de interferéncia da TN-C na funcéo
da FN tém sido descritos em diferentes contextos celulares. Em fibroblastos, a TN-C liga-se a
FN e inibe a adesdo celular de forma RGD-independente (Chiquet-Ehrismann et al.
1988). Alem disso, a ligacdo do sindecan-4 a um dominio C-terminal (Hep Il) da FN, tem um
papel crucial na estabilizacdo da adeséo focal (Woods e Couchman, 1994), em cooperacéo
com a interacdo das integrinas com o dominio RGD (principalmente a integrina a5p1)
(lwamoto e Calderwood, 2015). A TN-C pode competir com o sindecan-4 pela ligacdo ao
dominio Hep Il da FN, levando ao aumento ao relaxamento da adesao de células de glioma,

com consequente aumento da proliferacdo tumoral (Huang et al, 2001).
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Além disso, a ligacdo da integrina a5B1 com a fibronectina aumenta a expressdo de
FGF-2, que se liga a integrina avp3 estimulando a adesdo celular (Klein et al. 1996; Rusnati
et al. 1997; Murakami et al. 2007). A importancia da integrina avp3 na formagido de novos
vasos foi descrita originalmente por Cheresh e colegas (Brooks et al, 1994a e 1994b). De
forma interessante, a TN-C também pode servir como ligante para a integrina avf3, cuja
principal funcdo na angiogénese é a capacidade de manter seletivamente a viabilidade de
células endoteliais, somente em ramos capilares em formacdo ou recém-formados (vasos
imaturos) (Tucker e Chiquet-Ehrismann, 2015). Ainda, o Cilengitide, um potente inibidor
seletivo das integrinas avp3 e avp3, foi recentemente avaliado em estudos clinicos (fases | e
I1), com resultados promissores (Batchelor et al, 2014). Desta forma, pretendemos avaliar se
o0 elevado conteudo da TN-C na matriz de astrocitoma pode também modular a expressédo e
atividade de outras integrinas nas células endoteliais, além da integrina a9p1.

O FGF-2 é um fator de crescimento pleitotropico que também possui fortes
propriedades angiogénicas sobre células endoteliais e induz seus efeitos atraves do receptor
tirosina-quinase FGFR1 (Kottakis et al. 2011). Este receptor pode se associar com a integrina
avP3 formando um complexo que potencializa a sinalizagdo via FGF-2, particularmente na
ativagdo de ERK1/2 (Tanghetti et al. 2002).

O proteoglicano sindecan-4 tem um papel na sinalizacdo induzida por FGFR1 em
células endoteliais (Elfenbein et al. 2012). Em circunstancias normais, o sitio Ser183 do
sindecan-4 esta fosforilado pela PKCS, impedindo sua oligomerizagdo. Entretanto, na
presenca de FGF-2 este sitio é desfosforilado, o que permite a oligomerizacdo do sindecan-4,
ligagdo ao PIP2 e ativagdo da PKCa (Takenko et al. 2005). Além disso, sitios de adesdo entre
a integrina a5B1 e a fibronectina extracelular pode levar a maturagdo de unidades funcionais
de sinalizagéo e este processo depende da habilidade do sindecan-4 de ligar e ativar PKCa
(Mostafavi-Pour et al. 2003).

Desta maneira, o fato de que em nossos resultados, ambos os receptores (FGFR1 e
sindecan-4) estejam com seus niveis alterados no mesmo sentido - ou seja, diminuidos nas
células endoteliais que foram incubadas sobre matrizes de astrocitoma - parece compativel
com uma modulacdo coordenada de ambos.

A familia das proteina-quinases C (PKCs) esta envolvida no cruzamento de muitas vias
de sinalizagcdo e por isso participa de diversas respostas celulares como diferenciagéo,
proliferacdo e apoptose (Steinberg, 2007). Muitos estudos tém demonstrado um papel central
dessas proteinas na angiogénese. Kinsella e colaboradores (1992) foram o0s primeiros a

mostrar que o tratamento de células endoteliais humanas com PMA, um potente ativador de
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PKCs, levava ao aumento de tubulogénese nessas células. Existe ainda um relato
demonstrando que a PKCa. induz a expressdo de VEGF em células endoteliais em estado de
diferenciacdo tubulogénica (Xu et al. 2008).

No entanto, diferentes isoformas desta proteina podem ter funcGes Unicas e, até mesmo,
opostas durante a formacdo dos vasos. Wuang et al. (2002) demonstraram que a
superexpressao de PKCo em células endoteliais de ratos inibiu a diferenciacdo endotelial em
matrigel, enquanto a inibi¢do/ diminui¢do de expressao de PKCa em células endoteliais de
corddo umbilical humano (HUVEC) inibiu a formacdo de vasos in vitro e a neovascularizagéo
do miocéardio in vivo. Além disso, em melanomas, a reducdo da densidade vascular pelo uso
de terapias anti-angiogénicas induzem a hipdxia dessas células tumorais, que
compensatoriamente aumentam o mimetismo vascular, por um mecanismo dependente de
PKCa (Vartanian et al. 2010). Considerando a participacdo dessas duas isoformas de PKC na
tubulogénese, resolvemos investigar se a sinalizacdo gerada pela MEC de astrocitoma nas
células endoteliais envolveria a participacdo dessas PKCs.

A ativacdo das PKCs € acompanhada pela sua translocacédo, isto €, 0 movimento da
fracdo sollvel (citosol) para a fracdo particulada (membranar), composta por membrana
plasmatica e membranas de diversas organelas (Kraft, Anderson et al., 1982; Saito e Shirali,
2002). No presente trabalho, pudemos demonstrar a participagdo da isoforma a por diversas
estratégias experimentais, mostrando que: (i) esta quinase teve sua translocacdo para a fragédo
membranar diminuida nas células que foram incubadas com MEC de astrocitoma U-373 MG;
e (ii) diferentes moduladores farmacoldgicos que inibem ou ativam seletivamente as
isoformas o ou O foram capazes de direcionar a diferenciacdo endotelial de maneira
compativel com a hipétese de que a formacdo de tubos endoteliais dependa da ativacdo de
PKCa concomitante a inibigdo da PKCS. Embora as imagens obtidas por microscopia
confocal sugiram fortemente que a atividade “pro-tubulogénica” de PKCa esteja relacionada a
sua localizacdo na regido nuclear — ainda que associada a membrana da organela — esta
possibilidade ainda precisa ser corroborada por estudos mais detalhados de co-localizagéo.
Desta forma, podemos sugerir que a sinalizacdo gerada pela MEC da linhagem de astrocitoma
U-373 MG leva a deficiéncia na habilidade de formar estruturas tubulares nas células
endoteliais, por um mecanismo que interfere na atividade de isoformas de PKC.

Além da diminuicdo da expressao do proteoglicano sindecan-4, que pode contribuir para
a diminui¢do da atividade de PKCa, sabe-se ainda que a propria ativacdo de integrinas
envolvidas nas adesOes focais mediadas por FN geram atividade de PKC (Vuori e Ruoslahti,
1993; Lewis et al, 1996). Este estimulo também pode ser proporcionado por receptores de



118

fatores de crescimento e GPCRs, ativados por seus ligantes especificos, levando a ativacdo
inside-out de outras integrinas, mediada por talina: sob esses estimulos, ativada por PKC, a
talina é rapidamente recrutada para a membrana plasmatica, onde estabiliza os agregados
(“clusters”) de integrinas no estado ativado (Kim e Ginsberg, 2011 e 2012). Assim, PKCa,
RaplA, RIAM e fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (PIP2) tém um importante papel na ativacdo
de integrinas e na localizagdo da talina na membrana plasmaética.

Desta forma, o conjunto de resultados apresentado até este ponto sugere que o defeito
na formacéo de estruturas tubulares nas células endoteliais que foram incubadas com a MEC
da linhagem de astrocitoma U-373 MG, possa ser explicada pela auséncia de sinalizacdo de
um conjunto de integrinas impossibilitadas de serem ativadas nesta condi¢do, devido a
composicdo desta matriz tumoral, deficiente em FN. Desta forma, o tratamento com PMA,
ativador de PKCa, teria um papel fundamental na ativagdo inside-out dessas integrinas e
consequentemente na ativacdo de vias de sinalizacdo essenciais para a restauracdo da

capacidade de formar estruturas tubulares nestas células (Figura 29).

Figura 29 - Sinalizag&o "Inside -out” promove ativacdo da integrina e aumenta a afinidade ao
ligante

L Diferentes estimulos
Ativagao

Ativagao de cascatas

de sinalizagao

Legenda: Estimulos externos , tais como ligagdo de integrinas a proteinas de matriz, ligacdo via selectinas ou
ainda ligacdo de citocinas a receptores acoplados a proteina G, desencadeiam cascatas de
sinalizacdo que convergem para a cauda da subunidade B da integrina. Os sinais de ativagdo
induzem alteragBes conformacionais nas caudas da integrina que facilitam o encaixe de
componentes de adesdo focal , como a proteina Talina . As mudancas conformacionais na regiao
da cauda séo transduzidas com o rearranjo estrutural do dominio extracelular que promovem a
ativacdo e o aumento da afinidade para o ligante.

Fonte: Adaptado de Millard et al. 2011
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Como j& mencionado anteriormente, a formacdo de estruturas vasculares funcionais
requer dois tipos de células endoteliais com diferentes morforlogia e propriedades funcionais:
as células lideres (tip cells), que guiam direcionalmente a formacdo de ramificacGes
vasculares e as células da haste (stalk cells), responsaveis pela formacdo do Iimen vascular.
Células endoteliais lideres sdo caracterizadas pela sua posi¢do na extremidade dos brotos
angiogénicos, bem como pela presenca de filopodios que funcionam como sensores de pistas
angiogeénicas atrativas como o VEGF-A (Hellstrém et al. 2007), distinguem das células stalk,
por niveis mais elevados de expressdo de VEGFR2 (Gerhardt et al. 2003).

Muitas células tumorais humanas expressam VEGF-A, e o seu principal receptor
(VEGFR-2) ¢ altamente expresso em células endoteliais comprometidas com a angiogénese
tumoral (Ferrara e Kerbel, 2005; Kerbel, 2008). Para que ocorra uma expansdo organizada da
vasculatura, o numero de células lideres deve ser limitado. No entanto, em situacdes
patoldgicas como, por exemplo, na angiogénese tumoral, a organizacdo deste processo €
geralmente interrompida por qualquer excesso de produgdo de sinais pro-angiogénicos, ou
pela falta de inibidores angiogénicos, conduzindo assim a formacdo excessiva de células
endoteliais lideres que ndo assumem um fenotipo quiescente associado com uma vasculatura
saudavel. Como resultado deste desequilibrio, os vasos sanguineos do tumor exibem muitas
anormalidades estruturais e funcionais, incluindo tortuosidades e hiperpermeabilidade (Nagy
et al. 2012), pouca cobertura de pericitos e celula muscular lisa, além de ma perfusdo (Hosaka
et al. 2013; Hedlund et al. 2013).

Neste trabalho, observamos que as células endoteliais que foram incubadas com a MEC
da linhagem de astrocitoma U-373 MG, apresentaram maior expressao do receptor VEGFR2
quando comparada com as células endoteliais que foram semeadas sobre a MEC aut6loga.
Para testar a hipdtese de que a deficiéncia na capacidade de formar estruturas vasculares nas
células endoteliais incubadas com a MEC de astrocitoma U-373 MG poderia ser devida a uma
possivel desproporcdo entre celulas com fendtipos compativeis com o de células lideres e
células da haste, fizemos ensaios funcionais de migracao e tubulogénese com essas células,
porém na presenga de estimulos angiogénicos.

Observamos que as células endoteliais previamente incubadas com a MEC da linhagem
de astrocitoma U-373 MG, na presenca de VEGF-A, possuem uma maior capacidade
migratoria em diregdo ao estimulo, porém se tornam ainda mais deficientes na formagéo de
estruturas tubulares. Este efeito parece especifico para 0 VEGF-A, uma vez que as células
respondem positivamente, formando mais estruturas, quando estimulada pelo FGF-2, um

outro fator de crescimento com caracteristicas angiogénicas. Conforme ja discutimos aqui, 0
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estimulo a uma maior migracdo, pelo VEGF-A, pode ter relacdo com a maior expressdo da
integrina a9B1 nessas células. No entanto, a falha na tubulogénese em resposta ao VEGFA
poderia ser explicada por um excesso de células expressando um fenotipo similar ao de
células lideres, prejudicando assim a formacdo das estruturas tubulares. Essas células ja
expressavam niveis elevados de VEGFR2, conforme ja discutido.

Na analise da expressdo global de transcritos das células endoteliais que foram
incubadas com diferentes matrizes, encontramos um padréo diferenciado de expressdo de
transcritos de genes como EFNB2, PLXD1 e DLL4, cujas proteinas codificadas séo
participantes da via sinalizacdo Notch/Dll4, envolvida no destino fenotipico (tip ou stalk) da
célula endotelial. Os transcritos desses genes estdo significativamente aumentados nas
células endoteliais que foram estimuladas pela MEC de astrocitoma U-373 MG. Por exemplo,
a efrina B2 (gene EFNB2), um ligante transmembrana localizado em clusters nos filopddios
de células lideres, se liga em um receptor que possui atividade intrinseca necessaria para o
remodelamento angiogénico (Pasquale et al. 2008; Adams et al. 1999; Adams et al. 2001).
Sawamiphak e colaboradores (2010) demonstraram que a efrina-B2 induz a internalizacédo e
ativacdo de VEGFR2 em células endoteliais lideres, controlando a extensdo dos filopddios e o

brotamento de ramos vasculares (Figura 30)

Figura 30 - Fungéo da efrina-B2 em células endoteliais lideres
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Legenda: Efrina-B2 (verde) expressa em células endoteliais lideres regula a internalizagdo do VEGFR2
(vermelho) e a sinalizacéo para o controle da extensdo de filopddios e dos brotamentos.
Fonte: Adaptado de Sawamiphak et al. 2010.
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Recentes estudos em ratos e peixe-zebra tém demonstrado que a via de inibigdo lateral
classica da sinalizacdo Notch-DIl4 impede que as células da haste se tornem celulas lideres
(Roca e Adams 2007; Thurston e Kitajewski, 2008; Phng e Gerhardt 2009). O fator de
crescimento VEGF-A estimula a expressao de DII4 (ligante de Notch) em altos niveis nas
células lideres, que por sua vez se ligara ao Notch da célula adjacente e impedindo a aquisicao
do fendtipo lider (Hellstrom et al. 2007; Lobov et al. 2007; Suchting et al. 2007). Kin e
colaboradores (2011), demostraram que a plexina D1 (gene PLXD1) é seletivamente expressa
em células endoteliais localizadas na frente de formacao dos vasos e, sua expressao também é
regulada pelo VEGF. A interacdo do ligante Sema3E a plexina D1 modula o balanco entre
celulas lideres e da haste, ao regular negativamente a sinalizacdo DII4/ notch induzida por
VEGF (Figura 31).

Desta forma, enguanto o ganho de func¢édo da sinalizacdo Sema3E-Plexina D1 diminui a
inibicdo lateral feita pela sinalizagdo DII4/Notch - aumentando assim o ndmero de células
lideres - a perda de funcdo de Sema3E-plexina D1 induz a expressdo de DIll4 e atividade

Notch, diminuindo consequentemente a formacao de células lideres.

Figura 31 - Modelo da funcdo de Sema3E—Plexina-D1 na modulacdo da via Notch/DIl4
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Legenda: Papel da Sema3E-Plexina-D1 na modulagdo da via Notch/DIl4 por um mecanismo de feedback
negativo induzido por VEGF.
Fonte: Kim et al. 2011

Ainda pela analise feita através do transcriptoma dessas células, observamos que as

células endoteliais semeadas sobre a MEC de astrocitoma U-373 MG, apresentaram um
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aumento do numero de transcritos como MMP-14 e AQP1 envolvidos no fendtipo migratdrio
caracteristico das células lideres.

O brotamento e ramificacdo vascular € um processo invasivo que requer a
degradacédo proteolitica da matriz extracelular circundante e o seu remodelamento para que
ocorra a migragdo e invasao das células endoteliais no tecido circundante. A MMP 14 (MT1-
MMP) esté envolvida na regulacdo da angiogénese e parece ser indispensavel para as células
endoteliais migrarem (Saunders et al. 2006). Existem muitas evidéncias que MMP-14 ¢
regulada positivamente nas células lideres e negativamente nas células da haste (Hinsbergh et
al. 2008; Hinsbergh et al. 2009).

Para migrar, as células lideres, tornam-se polarizadas, de modo que a sua parte
frontal estende filopodios, enquanto sua retaguarda mantém contato com as células da haste
para evitar a desintegracdo da estrutura tubular. Alguns estudos genéticos revelam que
aquaporina- 1 (AQP1) , um canal proteico de permeabilidade a agua, esta envolvido na
regulacdo da migracdo das células endoteliais. Como consequéncia da despolimerizacéo local
de actina e fluxo de ions transmembranar, ocorrem mudancas na pressao osmotica nas celulas
migratorias. A aquaporina-1 facilita o fluxo de &gua através da membrana plasmatica em
lamelipodios, elevando a pressao hidrostatica local, levando a expansdo da membrana celular
para formar uma protrusdo, aumentando assim a dinamica dos lamelipddios (Saadoun et al.
2005).

Além disso, no contexto dos gliomas, hd uma correlacdo entre o0 aumento da
expressao de AQP1 com o aumento do grau de tumores cerebrais. Possivelmente a
diminuicdo da barreira hemotoencefélica, o aumento da permeabilidade dos vasos,
culminando com edema vasogénico caracteristico desses tumores seja reflexo do aumento de
AQP1. O VEGF e a HIF - 1la sdo alguns dos varios fatores que podem induzir a expressao
AQP1 no endotélio de tumores do SNC (Saadoun et al. 2002; Zagzag et al. 2000). Pan e
colaboradores (2011) sugeriram que AQP1 promove a génese e progressdao de malignidade
pela promocéo da angiogénese .

Diante disto, podemos sugerir que o contato das células endoteliais com a MEC da
linhagem de astrocitoma U-373 MG, leva a selecdo de uma populacéo de células endoteliais
enriquecidas para o fenotipo lider, desregulando o balango apropriado entre células lideres e
da haste prejudicando assim, a formacdo de brotos angiogénicos na massa tumoral. Esta
desproporcdo contribui para a formacdo de uma vascularizacdo caotica e subfuncional

caracteristica desse tipo tumoral.
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Por mais de uma década, esforgos significativos em estratégias anti -angiogénicas
visavam a reducdo da densidade de vasos sanguineos no tumor para inibir seu crescimento
(Teng et al. 2010; Huang et al. 2015). No entanto, a experiéncia clinica dessas terapias tem
produzido, no melhor dos quadros, apenas modestas melhoras na sobrevida de pacientes de
diversos tipos de cancer, dentre eles os acometidos por glioblastomas (Norden et al. 2009).
No pior dos cenérios, a inibicdo terapéutica da angiogénese levou a identificagcdo de um
fendmeno indesejavel, que é o da selecdo de clones resistentes a propria terapia e ao
recrudescimento de tumores, porém apresentando células mais migratdrias e invasivas
(Rahman et al. 2010; Groot et al. 2010; Bergers e Hanahan, 2008; Paez-Ribes et al. 2010).
Recentemente, a normalizacdo de vasos tem sido descrita como uma proposta alternativa a
terapia anti-angiogénica, ao melhorar a estrutura e funcdo dos vasos sanguineos, diminuindo a
hipdxia e permitindo maior acesso as drogas anti-tumorais (Goel et al. 2011).

Assim, sugerimos que a matriz de astrocitoma, em especial a proteina matricelular TN-
C, poderia ser considerada um alvo para uma nova possibilidade estratégica de normalizagdo
da vasculatura tumoral, uma vez influencia na desorganizacdo da rede vascular desses
tumores e de outros tipos que progridem com o aumento da TN-C em seus microambientes.

Na Parte Il dos resultados desta tese, investigamos a subpopulacdo endotelial que entra
em processo de apoptose por desaderéncia — ou anoikis — apds contato prolongado com a
matriz rica em TN-C, secretada pela linhagem de astrocitoma U-373 MG. Este processo
apoptotico foi descrito por nosso grupo de forma preliminar (Alves et al. 2011), porém a
potencial relevancia das células apoptéticas para a tubulogénese endotelial ndo havia ainda
sido explorada.

A apoptose € 0 maior tipo de morte celular regulada em nosso corpo. Este processo
conservado evolutivamente tem um importante papel na escultura dos tecidos durante o
desenvolvimento embrionario (Green, 2011). Entretanto, o aumento ou diminui¢do da
apoptose tem sido implicado em diversas doencas, incluindo as neurodegenerativas e as auto-
imunes (Mattson, 2000; Nagata, 2010). Apesar da morte por apoptose ser um evento celular
autbnomo, as células apoptéticas podem afetar o ambiente circundante, estimulando a
proliferacdo das células vizinhas como também exercendo efeitos pardcrinos no
microambiente tumoral (Ichim e Tait, 2016). Muitas evidéncias demonstram o papel da
inibicdo da apoptose na promocéo dos tumores e reducdo da resposta terapéutica (Hanahan e
Weinberg, 2000; Delbridge et al. 2016; Letai, 2008).

No contexto da angiogénese, a apoptose desempenha um papel importante durante o

desenvolvimento e manutencdo do sistema vascular. Por exemplo, a apoptose de células
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endoteliais parece ser essencial para a formacdo de liumen, ramificacdo vascular e regressao
vascular fisioldgica (Meyer et al, 1997; Segura et al , 2002; Tertemiz et al , 2004).

No presente trabalho, através de ensaios funcionais filmados em tempo real, pudemos
observar que tanto tubulogénese quanto a migracdo endotelial foram induzidas na presenca de
meio condicionado contendo células endoteliais apoptoticas. No entanto, evidéncias recentes
mostraram que, durante a ativacdo das células por estimulos quimicos (mediadores
apoptoticos, pro-inflamatarios, pro-tromboticos) ou fisico (forcas de cisalhamento do sangue -
shear stress, por exemplo), eventos intracelulares e alteracbes nas membranas da célula
podem ocorrer, conduzindo a formacdo de borbulhamento da membrana e subsequente
libertacdo de vesiculas extracelulares (VESs) (Martinez e Andriantsitohaina, 2011).

Assim, a possibilidade de que os meios condicionados contendo células apoptoticas
pudessem também conter quantidades significativas de VEs, quantitativa e qualitativamente
diferentes de VEs produzidas por células incubadas com MEC aut6loga, nos levou a isolar
essas particulas, com a finalidade de efetuar com elas testes funcionais. Observamos que as
células endoteliais que foram condicionadas com a MEC de astrocitoma liberaram
aproximadamente 2,5 vezes mais VEs do que as células endoteliais que tiveram contato com a
MEC aut6loga, corroborando a importancia da apoptose como indutor da geracao de VEs.

Avaliamos posteriormente o papel das vesiculas das duas origens — células em matriz
autologa versus células em matriz de astrocitoma - em ensaio de tubulogénese e na migracao
endotelial in vitro, nos quais as VEs foram incubadas com células endoteliais que se tornaram
deficientes na tubulogénese apds incubacéo prolongada com a matriz da linhagem U-373 MG.
Ambos os tipos de VEs foram capazes de estimular a tubulogénese, porém sem diferencgas
estatisticamente significativas entre elas. No entanto, quando o ensaio funcional utilizado foi
o de migracgdo celular, verificamos que VEs isoladas de culturas endoteliais apoptoticas (por
anoikis) estimularam mais a migracdo endotelial do que VEs isoladas de células endoteliais
bem aderidas em suas proprias matrizes, sugerindo que o conteudo das VEs sofra modulagéo
pelo estado de viabilidade das células que as produziram.

Recentemente foi demonstrado que VEs liberadas por diversos tipos celulares
representam um importante mediador da comunicacdo celular e séo parte integrante do
microambiente intercelular (Cocucci E et al., 2009; Ratajczak J, et al. 2006). Isto revela um
novo cenario em termos da compreensdo do sinal e transferéncias de moléculas entre as
células, ndo s6 localmente, mas também a longas distancias (Turturici et al. 2014). As
vesiculas extracelulares podem transportar uma bateria de moléculas de sinalizacdo

envolvidas em processos como inflamacdo, coagulacdo e angiogénese. Estudos recentes
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demonstraram que VESs provenientes diversos tipos celulares podem carregar espécies reativas
de oxigénio, receptores de superfice celular, MRNAs e miRNAs (Virgintino et al. 2012).

Em situacbes patologicas como no cancer, as VEs podem alterar o microambiente
tumoral e ajudar na invasdo celular, através da transferéncia horizontal de proteinas mutantes
em sitios distantes (Vader et al. 2014). Além disso, diversas células do estroma tumoral sdo
capazes de liberar vesiculas extracelulares, como por exemplo, os fibroblastos que secretam
exossomos capazes de promover a migracdo de células de tumor de mama atraves da
sinalizacdo Wnt-PCP (Luga et al. 2012). As células endoteliais também podem liberar VEs,
contribuindo, assim, em conjunto com outros estimulos, para a atividade angiogénica de
microvasos em crescimento.

Sob estimulos de VEGF e bFGF, as células endoteliais liberam VEs contendo MMPs e
TIMPs, que estdo possivelmente envolvidas no controle autdcrino do crescimento de vasos
(Taraboletti et al, 2002). As vesiculas extracelulares podem ainda ter efeitos na angiogénese,
ao induzirem a producdo de fatores pré-angiogénicos e interferirem na adesdo, migracdo e
proliferacdo da célula endotelial (Soleti et al. 2009; Zernecke et al. 2009). Além disso, essas
vesiculas sdo capazes de induzir a diferenciacdo das EPCs (Benameur et al., 2010; Mause et
al., 2010).

Dessa maneira, nossos resultados sugerem uma contribuicdo importante da matriz
extracelular de tumores para o mecanismo de liberacéo de VEs, que podem influenciar tanto a
migracdo da célula endotelial quanto a formacdo das estruturas vasculares. Nas proximas
etapas, serd fundamental caracterizar o conteudo das VEs analisadas neste trabalho,
elucidando assim o tipo de sinal transmitido por essas estruturas subcelulares, ainda pouco

compreendidas.



126

CONCLUSOES

Os dados apresentados neste trabalho permitiram concluir que:

a)

b)

d)

f)

O elevado contéudo em TN-C na matriz de astrocitomas de alto grau parecer ser uma
caracteristica distintiva e essencial da transformacdo celular desses tumores, com
impacto direto ndo apenas no préprio tumor (dados da literatura), mas também na

capacidade tubulogénica das células endoteliais;

A matriz extracelular (MEC) secretada pela linhagem de astrocitoma humano U-373
MG é permissiva a adesdo de uma subpopulacao de células endoteliais que expressam
maior quantidade de integrina a9f1, um receptor ja implicado na literatura na

tumorigénese e angiogénese;

As células endoteliais previamente incubadas com matriz de células U-373 MG
apresentam menor expressdo do receptor FGFR1 e do proteoglicano sindecan-4,
envolvidos na ativagdo da proteina PKCo, necessaria para a formacdo de estruturas

tubulares.

O comprometimento da sinalizagdo da PKCa, em paralelo a ativagdo da isoforma
PKC9, sdo parcialmente responsaveis pelo defeito tubulogénico em células endoteliais

induzido pela matriz de astrocitoma rica em TN-C;

Células endoteliais com defeito tubulogénico (TDECs) apresentam ainda maior
expressdo de VEGFR2 e de transcritos como DIl4, plexina D1, efrina B2, aquaporina-
1 e MMP-14, relacionados funcionalmente com o fenotipo endotelial de célula lider
(tip cell). Uma possivel transi¢ao para o fen6tipo “lider” pode fornecer uma explicacdo

adicional para o defeito tubulogénico ja mencionado;

A analise das células endoteliais que sofrem anoikis quando semeadas sobre matriz de
astrocitoma, rica em TN-C, permitiu verificar que, nestas condicdes, a producdo de
vesiculas extracelulares (VEs) foi cerca de trés vezes maior do que o produzido

quando as células sdo incubadas com sua propria matriz.
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h)
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VEs de ambas as origens foram capazes de estimular a tubulogénese em TDECs. No
entanto, VEs presentes no meio condicionado de células que sofreram anoikis em
contato com matriz de astrocitoma induziram significativamente mais a migragéo
endotelial, quando comparadas as VEs isoladas de células endoteliais cultivadas sobre

matriz autdloga.

Em suma, nossos dados permitem sugerir que matrizes ricas em TN-C, especialmente
no contexto de tumores solidos para os quais importantes papéis tem sido atribuidos a
esta glicoproteina matricelular, também podem influenciar a angioarquitetura e

funcionalidade dos vasos presentes no microambiente tumoral.
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