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RESUMO

O microambiente extracelular é capaz de modular a organizagdo e expressdo dos
filamentos intermediarios (vimentina, GFAP) durante os processos de adesdo, proliferacao,
migracao e diferenciagdo celular. A elucidacao destes mecanismos ¢ de relevante importancia
no estudo da biologia de células normais e tumorais. O presente trabalho visa compreender o
envolvimento do microambiente na modulagdo da expressdo e organizagdo de vimentina e
GFAP durante a adesdo, proliferacdo e migragao celular na linhagem de astrocitoma humano
U-87.

Células da linhagem U-87 de astrocitoma humano foram mantidas em DMEM
contendo 5% SFB. Os testes de adesao, prolifera¢do e migragao foram realizados em placas e
cultura revestidas com 20pg/ml de fibronectina (FN), laminina (LN) ou coldgeno IV (Col IV).
A expressao de vimentina e GFAP foi determinada por RT-PCR semiquantitativo ¢ os
conteudos protéicos de vimentina ¢ GFAP por Western Blot em intervalos de 24, 48, 72 ¢ 96
horas. Foi observada uma rapida adesdo das células U-87 a FN e Col IV, acompanhado por
um padrdo morfolégico composto predominantemente por adesdes fibrilares. Sobre LN e
controle o padrao de adesdo foi do tipo focal, com células aderindo muito lentamente. As
matrizes de FN e Col IV foram abeis em estimular proliferacdo e migragdo celular, estes
fenomenos foram acompanhados de aumento na expressdo de vimentina e reducdo na
expressao de GFAP. Sobre a matriz de LN foram observadas baixa proliferagdo e migracao,
estes eventos foram associados a discretas modificagcdes na expressao de vimentina ¢ GFAP.
A vimentina apresenta-se por todo citoplasma e processos celulares como redes bem
definidas, sendo mais densa nas regides mais distais destes processos. A marcagao para GFAP
apresenta-se um pouco difusa mais concentrada em regides onde ocorreriam possiveis pontos
de adesao focal.

As variacdes do ambiente extracelular foram capazes de modular eventos como
adesdo, proliferagdo e migracdo. Esta modulacdo foi acompanhada por alteragcdes na

expressao dos filamentos intermedidrios de Vimentina e GFAP em células U-87.
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ABSTRCT

Cellular events like adhesion, proliferation, migration and differentiation may be
modulated by interactions with extracellular matrix proteins (fibronectin, laminin and type IV
collagen). These interactions can drive the cellular biology of the intermediate filaments like
vimentin, nestin and GFAP, leading at modifications in the cellular behavior. The study of
these events and its modulation is helpful in understanding the biology of normal and tumor
cells. Human astrocytoma cells U-87 were maintained in vitro, in standard culture medium
(DMEM + 5% FCS). Cellular adhesion, migration and proliferation were performed in
multiwell plates containing 20ug/ml of selected extracellular matrix molecules like
fibronectin, laminin and type IV collagen. Vimentin and GFAP expression were measured in
this cell linage by western blot and semiquantitative RT-PCR. The cellular organization of
vimentin and GFAP was analyzed by immunocytochemistry. We observed that adhesion and
proliferation rate on substrates composed by fibronectin and type IV collagen were increased
in relation to the others substrates. The cell morphology on fibronectin and type IV collagen
was marked by fibrilary adhesions. However on laminin and controls the morphology was
marked by focal adhesions. Using U-87 3D-spheroids and monolayers we observed an
increase of migration in substrates formed by fibronectin and type IV collagen. In the other
hand, the migration in substrates formed by laminin was reduced. In addition, substrates
formed by fibronectin or type IV collagen induced the increase in vimentin expression and
decreased in the GFAP expression. These data demonstrate that extracellular matrix proteins
are able to modulate cellular events like adhesion, migration and proliferation. This
modulation is accompanied by alterations in the expression of intermediate filaments like

vimentin.
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1-INTRODUCAO

As neoplasias podem ser consideradas como um desequilibrio patolégico nas relagdes
entre célula e tecido (HANAHAN & WEINBERG, 2000). A malignidade ¢ um estado que emerge
a partir do microambiente formado pelo tecido tumoral e tecido hospedeiro, onde o tecido
hospedeiro participa na introducao, selegao e expansdo das células neoplésicas. As células
tumorais sdo capazes de recrutar elementos vasculares para sua nutri¢do, estimulando, via
liberacao de citocinas e fatores de crescimento, o tecido hospedeiro a produzir novos vasos
(WERNET, 1997). A ativagdo local do microambiente no tecido hospedeiro (células e
elementos da matriz extracelular — MEC) ¢ capaz de alterar o comportamento proliferativo e
invasivo das células tumorais (ABOSEIF et al., 1999; VACCARIELLO et al., 1999).

A invasao de células tumorais pode ser vista como um desequilibrio desta populacao
celular, causando a violagao dos limites do tecido normal. A arquitetura do tecido mantida
normalmente pela delimitacdo da membrana basal e comunicacoes células-célula é capaz de
suprimir células de diferentes tipos de tecidos. Esta restricdo celular no tecido proprio se da
em virtude das intera¢des entre células recém geradas, células antigas e interagdes das células
com a matriz extracelular (MEC) (LIOTTA & KOHN, 2001). O sucesso de uma célula tumoral
maligna pode ser hipotetizado pela resisténcia a sinais regulatorios emitidos pelo tecido
hospedeiro, pois elas sdo capazes de reserva-los, atribuir outro significado ou simplesmente

ignorar estes sinais, proliferando e se disseminando (FIDLER, 1999).

1.2 - GLIOMAS

Os tumores do sistema nervoso central (SNC) apresentam algumas caracteristicas
distintas dos demais tipos de neoplasias: a) A distingdo entre tumor maligno e benigno ¢
pouco evidente no SNC; b) Independente da classificagdao histologica, eles podem ser

altamente malignos, dependendo da sua localizagao anatomica; c) Eles raramente realizam



metastase fora do SNC, normalmente infiltram pelo parénquima cerebral (CASTRO et al.,
2003).

O estudo dos gliomas permitiu observar os diferentes estagios (fenotipos
morfologicos por sucessivas mutagdes genotipicas) entre a célula normal e a célula tumoral.
Na pratica médica, por serem tumores de crescimento lento, o diagndstico de gliomas ¢ feito
tardiamente, quando o tumor ja se encontra numa fase muito avangada e com alto grau de
proliferacdo (HERVE-CHNEIWEISS, 1994). Os tumores primdrios cerebrais, especialmente os
gliomas, sdo extremamente dificeis de serem controlados clinicamente, devido ao seu
comportamento altamente invasivo, o que na maioria dos casos, implica na recorréncia da
patologia (SARIS, 1996). Os pacientes com tumores cerebrais malignos apresentam uma
sobrevida média de cerca de trés anos (SCHIFFER et al., 1997).

A incidéncia de neoplasias intracraniais ¢ de 10-20 casos por 100.000, sendo
responsaveis por aproximadamente 2% das mortes nos paises ocidentais. Em adultos, metade
dos tumores sdo primarios ¢ a outra metade sdo originarios de metastases (POBERESKIN &
CHADDUCK, 2000). Os tumores primarios apresentam uma distribui¢do dupla, manifestam-se
entre criangas de 5 a 9 anos de idade ¢ adultos com mais de 60 anos (SUTHERLAND et al.,
1987). Os tumores primarios sdo o segundo tipo de cancer mais comum em criancas até 12
anos (leucemia ¢ o primeiro) e a terceira causa de morte relacionada com cancer em adultos
com mais de 34 anos (MCLENDON et al., 1985).

Os gliomas, em particular os de origem astrocitaria, sdo os tumores primarios mais
comuns, sendo responsaveis por 40% das neoplasias do SNC. Os gliomas derivam a partir de
trés tipos celulares: astrocitos, oligodendrocitos e células ependimais, cada um destes
apresenta caracteristicas distintas como incidéncia, localizacao e idade preferencial. Além
disso, a andlise morfoloégica das células e a utilizagdo de marcadores especificos servem

como base para a classificacao histopatologica destes tumores.



A classificacdo dos gliomas adotada pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS) ¢ a
mais utilizada, todavia existem outras classificagdes, como, por exemplo, a do Instituto St.

Anne na Franga (tabela 01) (KLEIHUES, et al., 1995).

OMS/grau OMS/nome St. Anne/nome

I Astrocitoma pilocitico Astrocitoma pilocitico
II Astrocitoma de baixo grau Astrocitoma grau 1 e 2
M1 Astrocitoma anaplasico Astrocitoma grau 3

v Glioblastoma multiforme Astrocitoma grau 4

Tabela 01: Comparagédo entre classificagdes ¢ graduacdo de astrocitomas, segundo a
Organizagdo Mundial de Satde (OMS) e o Instituto St. Anne — Frang¢a. Adaptado de
KLEIHUES, 1995.

A sobrevivéncia das células de um glioma esta estreitamente relacionada com a
capacidade de adesdo a matriz extracelular, proliferacdo, migracdo e invasdo do tecido
adjacente. A composicdo da matriz extracelular parece ser um fator critico para determinar o
potencial invasivo das células tumorais (CHINTALA et al., 1996). Desse modo, os niveis
quantitativos e qualitativos de producao de elementos da matriz extracelular (MEC) pelas
células do glioma e a capacidade deste de reconhecer elementos da MEC do tecido normal
sdo fundamentais para determinar sua capacidade de invasdo no tecido normal (ZHANG et al.,

1998)

1.2.1 - Astrocitoma humano U-87
A linhagem celular de astrocitoma humano U-87 foi isolada a partir de um
astrocitoma de grau III (classificagdo segundo OMS) de uma mulher caucasiana de 44 anos

de idade (POTEN & MACINTYRE, 1968). A linhagem U-87 tem se mostrado capaz de formar



tumores altamente invasivos quando inoculada em camundongos atimicos (MARTUZA et al.,
1991). Os dados na literatura sobre a expressao vimentina, GFAP e nestina na linhagem U-87
sdo bastante contraditorios (RUTKA et al., 1999; BELOT et al., 2001). Dados referentes a
caracteristicas como capacidade de adesao, proliferacdo e migragdo das células U-87 em
diferentes substratos também sdo bastante controversos (ENAM et al., 1998; RUTKA et al.,

1999; BELOT et al., 2001; REMPEL et al., 2001).

1.3- MATRIZ EXTRACELULAR E SUAS INTERACOES COM CELULAS TUMORAIS

A matriz extracelular (MEC) determina as propriedades fisicas dos tecidos, bem como
muitas de suas caracteristicas. Em alguns casos, a mesma proteina da MEC pode
desempenhar diferentes funcgdes, dependendo das vias de sinalizacdo que sdo ativadas. De
maneira geral, a matriz extracelular pode ser definida como um grupo de moléculas de
diferentes naturezas que interagem entre si de forma dindmica e que estdo estreitamente
relacionadas com a fisiologia celular (BORNSTEIN & SAGE, 2002).

Os efeitos da MEC sobre o comportamento da célula podem ocorrer por dois
principais mecanismos: no primeiro ocorre o armazenamento de fatores de crescimento ou
proteinas que ligam a fatores de crescimento. Apds um armazenamento passivo destes
fatores, a MEC pode libera-los, através do remodelamento enzimatico da MEC; no segundo
mecanismo, as interagdes entre célula e MEC podem diretamente regular o comportamento
da célula, através da sinalizacdo mediada por receptor, ou por modulagdo da resposta celular
a fatores de crescimento (STREULI et al., 1999). Por exemplo, a liga¢do de integrinas, a maior
classe de receptores de moléculas da MEC, altera profundamente a resposta celular a sinais
mitogenos (HOWE et al., 1998; SCHWARTZ & BARON, 1999).

O amplo espectro de receptores para moléculas de MEC possibilita uma diversidade

de interagdes célula-MEC podendo induzir a modulagdo de um grande nimero de vias de



transducao de sinais, inclusive aquelas que levam a supressdo de apoptose e diferenciagdo
celular (STREULI, 1999).

As células tumorais sdo abeis em promover remodelamento e alteragdes na
composi¢ao da MEC. A MEC que forma a membrana basal ¢ uma barreira para a metastase
tumoral, separando as células epiteliais do tecido conjuntivo e do endotélio vascular. O
remodelamento ou destrui¢do da membrana basal ¢ necessario para que as células tumorais
atinjam o endotélio vascular para migrarem a 6rgdos distantes. Este comportamento envolve
a ativagdo de uma série de proteinases que atuam sobre a MEC. As metaloproteinases
(MMPs) sdo uma familia de endoproteinases dependentes de zinco que atuam diretamente
sobre proteinas da MEC (Mossova et al., 1998). A interacao de células com laminina-5, por
exemplo, promove um fenotipo estatico, todavia as MMP-1 e 2, sdo capazes de clivar a
laminina-5 ativando a migracdo e a invasdo. O contato celular com diferentes elementos da
MEC ¢ capaz de modular a expressao de diferentes receptores de superficie celular como
integrinas e cadherinas, facilitando os processos de invasdo tumoral (KATAYAMA et al.,
2003).

Nos processos de migracdo celular, geralmente ocorre a interacdo das células
tumorais com a MEC via integrinas, promovendo a adesdo ao substrato e a sinalizagdo
necessaria para o movimento do citoesqueleto. As células tumorais encontram diferentes
MECs durante a migragdo podendo adaptar-se a estas variagdes com diferentes receptores e
diferentes proteases (ENGBRING & KLEINMAN 2003). Recentemente tem sido demonstrado
que o processo de migracdo nos tecidos, realizado por células tumorais, pode nao
necessariamente depender de ativagdo de proteases. Células tumorais deficientes na produgao
de proteases, ainda assim sdo capazes de migrarem, apresentando uma morfologia mais
ameboide sdo capazes de se infiltrarem pela estrutura tridimensional do tecido (WOLF et al.,

2003).



As células tumorais utilizam-se de elementos da MEC para promover a formagao de
vasos sanguineo que irrigarao o tumor. O processo de angiogénese ¢ dependente de uma série
de fatores de crescimento e de proteinas da MEC. Os fatores requeridos para a
neovasculariza¢ao sdo, na maioria das vezes, produzidos pelas células tumorais onde podem
permanecer armazenados na MEC. Além disso, esta sendo demonstrado que fragmentos de
proteinas da MEC sd3o capazes de induzir angiogénese. A laminina-1, por exemplo, pode
gerar mais de 20 fragmentos com propriedades angiogénicas, fato semelhante ocorre com a
trombospondina e colagenos IV e XVIII (MALINDA et al., 1999; PONCE et al., 1999;
ENGBRING & KLEINMAN, 2003).

As moléculas da MEC apresentam uma forte influéncia sobre a proliferacao celular,
tanto pelo fato de armazenarem fatores de crescimento, quanto pelas interagdes diretas.
MENDES DE AGUIAR et al. (2002) demonstraram que alteracdes na sulfatagdo de
proteoglicanos sdo capazes de modificar a expressao de proteinas da MEC como fibronectina
e laminina, alterando a capacidade de proliferagdo de células de glioma de rato C6. O
horménio da tiredide-T3 ¢ capaz de induzir alteragdes na composi¢do e organizacdo de
fibronectina e laminina em astrocitos cerebelares, promovendo modificagdes nos padroes de
adesao, proliferacdo ¢ diferenciagdo celular (TRENTIN & MOURA-NETO, 1995; TRENTIN et al.,

1995; TRENTIN et al., 2003).



1.3.1- Fibronectina

A fibronectina (FN) ¢ uma glicoproteina estrutural da MEC, composta por duas
subunidades ligadas por pontes dissulfeto, cada uma com aproximadamente 220 kDa. Esta
proteina apresenta dominios especificos para outras proteinas da MEC, para
glicosaminoglicanos e para receptores de superficie celular (integrinas). A fibronectina
exerce um papel importante na adesdo célula-matriz, podendo promover migracdo celular,
em um ciclo de adesdo - perda de adesdo - adesdo celular. Alguns tipos celulares apresentam
na MEC alta concentracdo de fibronectina para orientagdo migratoria durante o
desenvolvimento (BoucAauT et al., 1990). A migra¢do celular ao longo da matriz de
fibronectina também esta envolvida na recuperagdo de injurias (CLARK & BRUGGE, 1995).

ENaM et al. (1998) sugerem que a fibronectina tenha um importante papel no
processo de invasdo nos gliomas. Estes autores afirmam também que a expressdo de
moléculas da MEC por parte das células neoplésicas pode regular a sua capacidade de
invasdo. Linhagens de gliomas humanos que apresentam baixa expressao de fibronectina tem
uma alta capacidade de migrar em substratos compostos por fibronectina, ja células que
apresentam alta expressdo de fibronectina, apresentam baixa capacidade de migrar sobre este

substrato.

1.3.2 - Laminina

A laminina (LN) ¢ uma glicoproteina (850 kDa) com varios dominios que encontra-se
organizada em redes nas membranas basais, revestindo epitélios, vasos sanguineos, nervos e
subjacente as meninges. Sintetizada e secretada pelas proprias células do tecido, a laminina
interage com receptores de superficie celular, resultando em alteragcdes do comportamento
das células, como adesdo ao substrato, migracdo e regeneragdo (TIMPL & DZIADEK, 1986;

BEcK et al., 1990).



Diversas variantes da molécula de laminina tém sido descritas em diferentes espécies
e tecidos, levando ao conceito de unido heteromérica de diferentes cadeias polipeptidicas, ou
seja, diferentes isoformas de laminina podem se formar a partir da unido de diferentes
cadeias polipeptidicas. A laminina ¢ composta por trés cadeias polipeptidicas: uma cadeia o
(400kDa), uma cadeia B (210kDa) e uma cadeia y (200kDa) (ver figura 01). Estas cadeias
podem apresentar pequenas variagdes dando origem as cadeias al, a2, a3, o4, a5, B1, B2, B3,
vl e y2 que podem agrupar-se dando origem a varias isoformas de laminina (ver tabela 02)

(TrmPL & BROWN, 1994).
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Figura 01: Modelo estrutural da laminina. Em letras gregas as trés subunidades da laminina (a.f € )
e demais dominios de ligagdes a diversas moléculas. Adaptado de LUCKENBILL-EDDS, 1997.



Isoformas Localizagéo Cadeias

Laminina 1 EHS tumor alBlyl
Laminina 2 Musculo esquelético, cardiaco e nervos a2fB1yl
Laminina 3 Jungdes neuromusculares e glomerulos renais alp2yl
Laminina 4 Células de Shwann e musculo esquelético a2pB2y1
Laminina 5 Jungdes epidermo-dermais a3p3y2
Laminina 6 Jungdes epidermo-dermais a3plyl
Laminina 7 Amnion humano a3p2y1
Laminina 8 Corion humano a4fB1y1
Laminina 9 Cérion humano adp2yl1
Laminina 10  Amnion humano e cultura de queratindcitos aSplyl

Tabela 02: Isoformas de lamininas. Adaptado de LUCKENBILL-EDDS, 1997.

As lamininas apresentam efeitos bioldgicos e fungdes como adesdo, proliferacao,
migragdo, diferenciagdo, crescimento de neuritos e matastase tumoral. Estas fungdes
dependem diretamente da organizacdo molecular da membrana basal (FREIRE & COELHO-
SAMPAIO, 2000).

Os gliomas podem modular a expressao de lamina de forma autdcrina, produzindo um
ambiente extracelular propicio para o seu desenvolvimento (GUNTHER et al., 2003). TYSNES
et al. (1999) observaram uma alta expressdo de laminina nas regides peri-tumorais em
gliomas humanos e em ratos, realizando transplantes heterotopicos observaram que a
laminina estava sendo produzida pelos astrécitos reativos do tecido hospedeiro. Estes autores
especulam a possibilidade das células tumorais utilizarem-se da laminina produzida pelo
tecido hospedeiro para invadir o parénquima cerebral. KOOCHEKPOUR et al. (1995)
observaram que as regides ricas em laminina nas bordas do tumor apos a invasao apresentam
muitos fragmentos de laminina, decorrentes da acdo de MMPs. Estes fragmentos de laminina
poderiam, ainda, apresentar funcdes biologicas como em processos de neovasculariza¢ao

(ENGBRING & KLEINMAN, 2003).



1.3.3 - Colageno IV

Os colagenos podem ser expressos com algumas variagdes estruturais pelas células e
desempenham diferentes funcdes. Podem ser classificados, quanto a sua organizagdo nos
tecidos, em fibrilares e nao fibrilares, ou com base nas suas diferengas moleculares. Os
colagenos do tipo I, II e III, por exemplo, sao predominantemente fibrilares. O colageno do
tipo IV (Col IV) ¢ o melhor caracterizado e apresenta-se com aspecto de redes, encontrado,
normalmente, como uma placa de material protéico que forma as laminas basais (figura 02)
(EYDEN & TZAPHLIDOU, 2001). Esta proteina forma uma tripla hélice de aproximadamente
400nm de comprimento, formada por duas cadeias ol e uma a2 (TRUEB et al., 1982). As
interacdes entre as moléculas de coldgeno formam uma rede tridimensional que serve como

substrato ao qual os outros componentes da MEC séo fixados (KHASIGOV et al., 1996).

Figura 02: Modelo de lamina basal, mostrando organizacdo tridimensional do colageno IV.
Adaptado de ALBERTS et al. (1997).
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O colageno do tipo IV pode influenciar no controle do ciclo celular, no processo de
proliferagao ou morte celular em células normais ou em processos patoldgicos onde ocorre
alteragdo da membrana basal, por exemplo, fragmentos de colageno IV podem ativar a
secrecdo de colagenases. Este processo ¢ muito comum em células com alta capacidade de
migracao, proliferagdo ou diferenciacdo, como células embriondrias ou células tumorais
(EYDEN & TzAPHLIDOU, 2001).

GIESE et al. (1998) demonstraram que algumas células de gliomas humanos
apresentam uma alta capacidade de adesdo ao colageno IV. Esta proteina, normalmente,
encontra-se associada aos vasos sanguineos no sistema nervoso central, podendo ser
encontrada no plexo cordide e epéndima. Neste mesmo estudo, os autores observam intensa

migragdo de células de gliomas associada a estas regides ricas em colageno I'V.

1.4- FILAMENTOS INTERMEDIARIOS

As células eucarioticas sdo estruturadas por um elaborado sistema de interagdes entre
componentes da membrana plasmatica com componentes do citoesqueleto (HERMANN &
AEBI, 2000). O comportamento dindmico e a estabilidade mecanica da cito-arquitetura ¢
dependente de um sistema de filamentos interconectados formados pelos microfilamentos
constituidos de actina, microtibulos formados por heterodimeros de o/B-tubulina e por
filamentos intermediarios (FI) constituidos a partir de proteinas fibrosas codificadas por uma
familia multigénica de mais de cinqiienta membros (FUCHS & WEBER, 1994).

As laminas nucleares sdo filamentos intermediarios (FI) que formam um revestimento
fibroso situado no interior da membrana nuclear, promovendo pontos de ligagdo para os
cromossomos durante a intérfase e participam na formagao de complexos multiprotéicos nos

poros nucleares (HERMANN & AEBI, 2000).
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As proteinas que formam os filamentos intermedidrios sdo expressas em tipos
celulares especificos, podendo marcar vias do desenvolvimento embrionario através da
identificacdo do grau de diferenciagcao celular. Freqiientemente, filamentos intermediarios
distintos sdo co-expressos em um determinado tipo celular num momento especifico do
desenvolvimento. Esta particularidade serve como base para o diagnoéstico e para o estudo da
biologia de células tumorais (RUTKA et al., 1997, HERMANN & AEBI, 2000; AKIYAMA et al.,
2001).

A actina e a tubulina sdo proteinas globulares altamente conservadas, com ligacdo a
nucleotideos e atividade de hidrolise conhecida, ja os filamentos intermediarios sdo proteinas
fibrosas com uma atividade enzimatica pouco conhecida. Eles sdo caracterizados por uma
grande regido central em a-hélice, demoninada “rod”. Esta ¢ uma estrutura bem conservada,
mas consideravelmente divergente na sua seqiiéncia primaria, exceto por duas regides
altamente conservadas nas regides finais da a-hélice (figura 03) (FUCHS & WEBER, 1994). Os
dominios amino-terminais ndo pertencentes a regido de a-hélice contém diversos residuos de
aminoacidos basicos que podem realizar interagcdes com os dominios acidos da a-hélice, bem
como formar sitios de ligagdo com varios componentes celulares, incluindo sitios de

fosforilagdo (INAGAKI et al., 1990; HERMANN & AEBI, 1999).

Tipo Exemplos CABEGA REGMGEENTRAL... -8 CAUDA

"ROD"

I Queratina

[} Queratina L

Il GFAP, vimentina
desmina, periferina

IV  Neurofilamentos
V Liminas nucleares

VI MNestina

Figura 03: Classificagdo e estrutura de filamentos intermediarios baseada na homologia da seqiiéncia
primaria. Adaptado de RUTKA et al., 1997.
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Existe uma grande diversidade de proteinas de filamentos intermediarios, todavia a
fun¢ao exata de cada uma delas ainda é desconhecida. O estudo dos efeitos de mutagdes nos
filamentos intermediario tem elucidado algumas fungdes em alguns tipos celulares
especificos (ELIASSON et al.1999). Tem sido demonstrado que os FIs de queratinas conferem
resisténcia mecanica a pele. Alguns casos de mutagdes nos genes para as queratinas K1 e
K10 tém sido associados a hiperqueratinose epidermolitica (FUCHS & CLEVELAND, 1998). Os
neurofilamentos, FIs presentes nos neurdnios, participam da modula¢do do calibre axonal
(MARSZALEK et al. 1996). A desmina tem sido demonstrada essencial para a manutengao
estrutural dos trés tipos de musculo (CAPETANAKI et al., 1997). O GFAP (proteina acida
fibrilar glial), FI presente principalmente nos astrocitos, ndo apresenta sua funcao
completamente conhecida, porém sugere-se que esteja envolvido com a manutencdo da cito-
arquitetura encefalica, formacdo da barreira hemato-encefalica e modulagdo de algumas
fungdes neuronais realizadas pelos astrocitos (PEKNY et al., 1998). MENET et al. (2001)
sugerem que a auséncia de GFAP em astrocitos pode modificar diretamente outros
componentes do citoesqueleto induzindo alteragdes bioquimicas em elementos da matriz
extracelular e alterando propriedades da membrana plasmatica. Estes eventos, quando
ocorrem em astrocitos, levam a um aumento na sobrevida de neur6nios e crescimento de
neuritos. A vimentina, FI presente nas células mesenquimais, tem sua expressao aumentada
em células que apresentaram desdiferenciagdo dos seus fenotipos, por exemplos, em tumores

de mama, leucemias, e astrocitomas com alto grau de anaplasia (RUTKA et al., 1997).

1.4.1- CLASSIFICACAO DOS FILAMENTOS INTERMEDIARIOS
Os filamentos intermedidrios citoplasmaticos sdo agrupados em quatro classes com
base na homologia de suas seqiiéncias (tipo I a IV) (figura 03). As laminas nucleares formam

a classe V. Recentemente foi sugerida a criacdo de uma classe adicional (classe VI) que
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incluiria a nestina, um filamento intermediario identificado primeiramente em células
precursoras do sistema nervoso central de mamiferos. Por varias razdes, em particular pelo
fato da estrutura génica da nestina permitir a classificagdo dela com pertencente ao grupo IV,
juntamente com os neurofilamentos, os pesquisadores estao preferindo nao classifica-la como
pertencente a um grupo distinto (SHAW, 1998).

As classes I e II representam as citoqueratinas (CKs); tipo I representa as
citoqueratinas acidas e tipo II as citoqueratinas basicas. Os membros de ambas as classes de
citoqueratinas, geralmente precisam de interagdes entre eles, sendo classe I com classe II e
vice-versa, para formar as redes de filamentos (HOFMANN & FRANKE, 1997).

As proteinas de filamentos intermediarios das classes III e IV sdo consideradas como
boas formadoras de homopolimeros, todavia o trio de neurofilamentos (NF) pertencentes a
classe IV (NF-L, NF-M, NF-H) é um bom exemplo de complexos de filamentos
intermediarios formado por elementos de um mesmo grupo, onde o NF-M e o NF-H, sdo
incapazes de formar redes homodiméricas, eles precisam interagir com o NF-L (HOFMANN &
FRANKE, 1997). Os filamentos intermedidrios pertencentes as classes I1I e IV s3o abeis para
formar heteropolimeros entre proteinas da sua classe e de outras classes. A vimentina (classe
IIT) é capaz de se co-polimerizar com desmina, proteina acida fibrilar glial (GFAP),
periferina, NF-L, a-internexina e nestina. As proteinas que formam as ldminas nucleares nio
se co-polimerizam com proteinas de outras classes (LEUNG et al., 1998; ELIASSON et al.,
1999). Com base nestas informagdes sobre co-polimerizagdes entre filamentos
intermediarios, estes podem ser divididos em trés grupos distintos (ver tabela 03). A
formagao de heteropolimeros entre os filamentos intermediarios parece ser mais a regra do

que a excecao (HERMANN & AEBI, 2000).
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Familia multigénicas de proteinas de filamentos intermediérios

Nome do membro Classe Massa  Ocorréncia em Mamiferos
em kDa
Grupo 1 Citoplasmatica
Citoqueratinas acidas I 40-64 Todas as células epiteliais ; heteropolimerizadas
CK9-20 com CK tipo II
Citoqueratinas bésicas II 52-68 Todas as células epiteliais ; heteropolimerizadas
CK1-8 com CK tipo I
Grupo 2 Citoplasmatica
Vimentina I 55 Células mesenquimais
Desmina 111 53 Células musculares
Proteina 4acida fibrilar 1II 50-52 Células gliais e células estreladas do figado
glial (GFAP)
Peripherina I 54 Diversas células neuronais
Sinemina /v 182 Células musculares ; co-polimerizada com
desmina e/ou vimentina
Paranemina IV/1 178 Células musculares ; co-polimerizada com
desmina e/ou vimentina
Nestina /v - 240 Células  tronco  neuroepiteliais,  células
musculares ; co-polimerizada com vimentina
a-internexina v 56 e/ou a-internexina
Neurofilamentos: v Neurdnios
NF-L 68 Neuronios
NF-M 110
NF-H 130 Neurdnios; co-polimerizado com NF-L
Neurdnios: co-polimerizado com NF-L
Grupo 3 Nuclear
Laminas nucleares : A%
Tipo A/C 62-72 Maioria das células diferenciadas
Tipo B 65-68 Todos os tipos celulares
Elementos sem Citoplasmatica
classificacéo
Phakinina 1?7 46 Cristalino ; co-polimerizada com filesina
Filensina av? 83 Cristalino ; co-polimerizada com phakinina

Tabela 03: Classificagdo dos filamentos intermediarios. Adaptado de HERMANN & AEBI, 2000.
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1.4.2- ALTERACOES POS-TRANSCRIPCIONAIS EM FILAMENTOS INTERMEDIARIOS

A fosforilacdo de filamentos intermedidrios em residuos de serina e treonina ¢ uma
causa comum e efetiva no rearranjo das redes de filamentos encontradas em varios tipos
celulares (INAGAKI, 1996). Esta fosforilagdo pode envolver a modificacdo de peptideos em
dominios comprometidos com a formacao das redes de filamentos intermediarios, bem como,
com dominios responsaveis por interagdes com outras proteinas celulares (FENG, 1999).
VALGEIRSDOTTIR (1998), relata que a vimentina pode ser fosforilada no residuo de tirosina
em diferentes condic¢des, todavia ainda ndo sdo totalmente conhecidas as conseqiiéncias desta
fosforilacdo diferencial.

A fosforilagdo de proteinas dos filamentos intermediarios é uma via que gera certa
quantidade de subunidades soluveis que apo6s defosforilagdo estdo prontas para nova
polimerizacdo. Conseqlientemente os processos de fosforilagdo e defosforilagdo dos
filamentos intermediarios sdo capazes de modular a dinamica das redes de filamentos
intermediarios (HERMANN & AEBI, 2000). A subunidade regulatoria da proteina fosfatase 2A
¢ a proteina Cinase-o que liga a RhoA tém sido relacionas com a fosforilagdo de vimentina in
vitro e sdo co-localizadas com os filamentos intermediarios de vimentina in Situ
(MATSUZAWA et al., 1998; SIN et al., 1998). Mais especificamente a cinase-o. associada a
RhoA ¢ co-localizada com vimentina ¢ GFAP nos processos de divisdo celular.
Evidentemente as cinases sdo responsaveis pela sintonia fina dos processos bioldgicos
envolvendo os filamentos intermediarios (KOSAKO et al., 1999).

Os filamentos intermedidrios sdo estruturas altamente polimoérficas cuja sua
conformacgado e seu comportamento mecanico podem ser modificados consideravelmente, por
exemplo, em resposta a alteragdes de condigdes durante o ciclo celular ou por sinais

extracelulares (HERMANN & AEBI, 2000).
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1.4.2.1 - Vimentina

A vimentina (54 kDa) ¢ o maior componente estrutural dos FIs em células de origem
mesenquimal. Esta proteina apresenta-se expressa também nas fases exponenciais de
crescimento de células em cultura, independentemente do tipo de FI que estas expressavam
in vivo (ECKEs et al., 1998; VALGEIRSDOTTIR et al., 1998). As subunidades de vimentina
polimerizam-se formando um complexo sistema de redes com uma organizagdo radial
estendendo-se de maneira centrifuga ao nucleo. A localiza¢do das redes de vimentina é
coincidentes com localizacdo das redes de microtubulos, sugerindo que estes dois sistemas de
filamentos interajam entre si (YOON et al.,1998; CLARKE & ALLAN, 2002). O controle dos
processos de polimerizagdo e despolimerizagdo de vimentina € realizado por um complexo
sistema de cinases e fosfatases (STEINER et al., 1993). Tem sido demonstrado que a
vimentina pode ser fosforilada em residuos de serina e treonina. Além disso, o fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF) ¢ capaz de induzir a fosforilagdo de vimentina em
residuos de tirosina, promovendo despolimerizagdo em determinados segmentos
(VALGEIRSDOTTIR et al., 1998).

Observacdes da expressio de vimentina, em tipos celulares particulares e em
determinados estagios do desenvolvimento, demonstram fungdes além das tradicionalmente
descritas de manuten¢do da cito-arquitetura celular (ECKEs, et al., 1998). Durante o
desenvolvimento de camundongos a expressdo de vimentina ¢ associada com a mobilidade
de células da crista neural (COCHARD & PAULIN, 1984), endoderme parietal (LEHTONEN, et
al., 1983) e células mesenquimais (FRANKE et al., 1982). A expressdo de vimentina em
células pré-diferenciadas durante o desenvolvimento do sistema nervoso ¢ dos musculos
sugere que esta proteina possa servir com um sistema precoce de estruturacdo celular que
mais tarde vem a ser substituido por um sistema mais especializado como, por exemplo, a

GFAP em astrécitos (COCHARD & PAULIN, 1984) ou desmina em células musculares (FURST
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et al., 1989). INGBER et al. (1994) ¢ MANIOTIS et al. (1997) tém sugerido que a distribuigdo
intracelular da vimentina esta relacionada com um sistema de transmissdo para sinais
mecanicos e bioquimicos.

Mesmo com grande nuimero de trabalhos que tratam da vimentina, seu papel
funcional ainda ndo ¢ bem elucidado. A utilizacao de anticorpos neutralizante para vimentina
em linhagem de fibroblastos embrionarios 3T3 ndo induz nenhum grande efeito na
morfologia e na fisiologia celular (KLYMKOWSKY, 1981). A super expressdo de vimentina em
camundongos leva a uma diferencia¢ao aberrante do cristalino (CAPETANAKI et al., 1989),
porém este mesmo efeito ¢ observado com a super expressdo de outros sistemas de FIs
(MONTEIRO et al., 1990). CoLuccCI-GUYON et al. (1994), utilizando um sistema de inativagao
do gene para a vimentina em camundongos, ndo observaram nenhuma grande alteragdo no
que diz respeito ao desenvolvimento e a fungdes distintas nos tecidos e 6rgdos. Em adicao a
estes dados, HOLWELL et al. (1997) relatam que a vimentina ndo apresenta fung¢do no
crescimento, mobilidade celular e na resisténcia a injurias mecanicas.

Todavia estudos mais detalhados t€ém demonstrado alteracdes morfo-funcionais
relacionadas a vimentina. Evidéncias de um fenoétipo anormal causado pela inativagdo do
gene para a vimentina foram observadas em astrocitos. A falta da vimentina nestas células
impediu a formacao e a organizagdo das redes de GFAP que sdo recuperadas apos tansfecgdo
das células com ¢cDNA para vimentina (GALOU et al., 1996). ELIASSON et al. (1999)
observaram que a polimerizagdo normal da GFAP em astrécitos ¢ dependente da presenga da
vimentina. Em situagdes anormais onde o gene para vimentina ¢ inativado, a polimerizagao
da GFAP ocorre, porém de maneira anormal, os feixes de FI formados sdo mais densos ¢ os
espagos entre eles sdo maiores, conferindo a estas células uma maior rigidez. A
polimerizacao e a formagao de redes normais de nestina também ¢ dependente da presenca da

vimentina (LEUNG et al., 1998; ELIASSON et al. 1999). A inativa¢ao do gene para vimentina
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também demonstrou promover alteragdes na recuperac¢do de injuria neuronais (PEKNY et al.,
1999) e alteragdes em processos glicolipidicos (GILARD et al., 1998). ECKEs et al. (1998)
contrariando os dados publicados por HOLWELL et al. (1997) descreveram que a vimentina
esta diretamente relacionada com a estabilidade mecanica, mobilidade e for¢a contratil em
fibroblastos. GAO & SzTUL (2001) observaram que as membranas que formam as cisternas do
Complexo de Golgi realizam interagdes funcionais com as redes de vimentina. Existem
varios trabalhos que relatam a importancia da vimentina em células tumorais, em processos
de adesdo, migracdo e invasdo (RUTKA & SMITH, 1993; HENDRIX et al., 1997; RUTKA et al.,
1997; SCHIFFER et al., 1997; EBERT et al., 2000; EBERT et al., 2001; KALMAN & AJTAL 2001),
todavia os mecanismos exatos pelos quais a vimentina pode contribuir para o aumento da
malignidade de um tumor ndo sao claros.

Mesmo com o grande nimero de estudos envolvendo a vimentina, ainda ndo ¢
totalmente esclarecida a fungao desta proteina. Da mesma forma que pesquisadores observam
células e até mesmo organismos normais apesar de nao expressarem vimentina, outros
trabalhos evidenciam que as fung¢des da vimentina sdo bastante particulares e podem variar
com o tipo celular envolvido, com o grau de diferenciagdo, condigdes de estresse e situacdes

patoldgicas como o cancer.

1.4.2.2- Proteina &cida fibrilar glial (GFAP)

A proteina acida fibrilar glial-GFAP (50kDa) apresenta conformagdo filamentosa
formada por um dominio central em a-hélilce, ou também conhecido como dominio rod. As
regides amino e cardoxi-terminais sdo extremamente variaveis entre os diferentes FlIs, na
GFAP, a regido amino-terminal ¢ onde encontra-se os sitios de fosforilagao e interagcdes com
outras moléculas. A quantidade de GFAP soluvel ¢ muito pequena, normalmente ela

encontra-se polimerizada formando complexas redes insoluveis, como os demais membros
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dos FIs (RUTKA et al., 1997; HERMANN & AEBI, 2000). Apesar da GFAP ser considerado um
marcador de células de origem astrocitaria, ela pode ser encontrada em oligodendrogliomas,
ependimomas, tumores neuroectodermais primitivos e papilomas do plexo cordide (COFFIN et
al.,1983; NAKAGAWA et al.,1986; KLEIHUES et al.,1987), além disso a GFAP pode ser
encontra fora do sistema nervoso, como no cristalino, glandulas salivares e seus derivados
neoplasicos (RUSSELL & RUBINSTEIN, 1989).

A GFAP foi inicialmente isolada da substancia branca de paciente portadores de
esclerose multipla (ENG et al., 1971). Esta doenga ¢é caracterizada por uma progressiva
desmielinizagdo no sistema nervoso central, seguida de intencdo ativagdo de astrocitos
(gliose reativa). O objetivo destes pesquisadores era de isolar proteinas insoluveis presentes
do sistema nervoso pos morten de paciente acometidos por esclerose multipla. Estes
resultados foram apresentados por Lawrence F. Eng no 2° ISN em Mildo no dia 09 de margo
de 1969. Seis meses depois, no dia 3 de setembro, Eric Shooter apresentou a seqiiéncia de
aminoacidos da GFAP, no 2° Encontro Internacional da Sociedade Internacional de
Neuroquimica, também em Mildo (ENG et al., 2000).

BONGCAM-RUDLOFF et al. (1991) localizaram o gene codificante para GFAP no
cromossomo 17, na regido 17q21. Este gene ¢ ativado por um promotor que se liga a uma
seqiiéncia TAT 29pb antes do inicio do gene (NAKATAMI et al., 1990). Proteinas com Sp-1,
NF-1, AP-1 e AP-2, sdo capazes de ligarem-se ao promotor da GFAP ativando sua
transcri¢do. Um bom exemplo pode ser demonstrado pela liberagao de interleucinas (ILs) no
sistema nervoso em processos inflamatorios ap6s lesdo. As ILs ativam a expressdo de C-jun e
c-fos, estes por sua vez sdo capazes de ligaram-se a AP-1 aumentando a expressao da GFAP
(LAPING et al., 1994).

Da mesma forma como ocorre em outros FIs, a GFAP ndo existe em uma forma

estatica, ha uma constante alteracdo da polimerizagao e conseqiiente modificacdo do padrao
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filamentoso. A fosforilagdo da regido amino-terminal da GFAP promove a solubilizagdo
desta molécula, j4 o passo contrario, a defosforilacdo leva a formagdo de polimeros
insoluveis (redes de GFAP) (INAGAKI et al., 1994) (figura 04). A polimerizagao correta da
GFAP ¢ dependente da presenca de outro FI, a vimentina, a auséncia deste resulta na

formagdo redes de FI mais densas e compactas (ELIASSON et al., 1999).
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Figura 04: Regulagdo da polimerizagdo de despolimerizacdo de GFAP. Duas moléculas de GFAP se
unem formando um dimero. Dois dimeros sdo capazes de unir-se num sentindo antiparalelo formando
um tetramero. Apos defosforilacdo estes tetrameros podem unir-se formando os tipicos feixes

insoltiveis de GFAP. Adaptado de RUTKA et al., 1997.

A fosforilacdo da GFAP ¢ realizada no dominio amino-terminal em residuos de serina
e treonina. Esta fosforilagdo pode ser mediada por proteinas cinases dependente de ciclinas
(cdkl e cdk2), proteinas cinases dependente de AMPc, cinases II dependentes de Ca™ e
calmodulina e proteina cinase C. Estas diferentes cinases sdo capazes de fosforilar diferentes
sitios, levando a uma série de respostas distintas importantes no controle dos processos de

polimerizacao de despolimerizacdo da GFAP. Uma série de fosfatases sdo responsaveis pela
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defosforilagdo da GFAP, mantendo-se assim o comportamento dindmico desta proteina
(INAGAKI et al., 1994).

Apesar do grande nimero de informacdes que se tem sobre a GFAP, ainda ¢ pouco
conhecido a sua funcdo nos astrécitos e tumores de origem astrocitaria. De maneira geral, a
GFAP ¢ descrita como sendo responsavel pela estabilizagdo do citoesqueleto, mantendo a
forma da célula, todavia nem mesmo estas fun¢des se sabem exatamente como ocorrem e
como sao reguladas (HERMANN & AEBI, 2000).

As interacdes fisicas dos FIs com as laminas nucleares, membrana plasmatica ou
mesmo organelas, comumente ¢ intermediada por proteinas associadas a filamentos
intermediarios (IFAPs), porém os detalhes destas interacdes ndo foram totalmente
caracterizado (ERRANTE et al., 1994). Um exemplo de IFAP que interage com GFAP ¢ a
plectina, uma proteina de 300kDa que foi inicialmente identificada em células C6, uma
linhagem de glioma de rato (PYTELA & WICHE 1980). A plectina ¢ capaz de ligar-se a
diversos FIs e ¢ co-localizada com filamentos de actina nas fibras de estresse. Praticamente
em todos os tipos celulares pode ser encontrado plectina (SEIFERT et al.,1992). A plectina
medeia a interagdo de sistemas de FIs com a actina e suas proteinas associadas, como talina,
vinculina actinina. Este complexo mecanismo de interagao entre elementos do citoesqueleto ¢
capaz de interagir com integrinas, conectando, desta forma, o citoesqueleto ao meio

extracelular (figura 05) (RUTKA et al., 1997; WICHE, 1998).
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Figura 05: Modelo de interagdo entre citoesqueleto e matriz extracelular. Esta imagem mostra que a
interacdo entre GFAP e membrana plasmatica pode ser realizada diretamente via plectina, ou
passando por um complexo molecular de proteinas associadas a filamentos intermediarios (IFAPs).

Adaptado de RUTKA et al., 1997.

Existem evidéncias que a GFAP ¢ capaz de regular fendmenos extracelulares como,
por exemplo, o crescimento de neuritos. GIMENEZ Y RIBOTTA et al. (1995) demonstraram que
o bloqueio farmacoldgico da expressao de GFAP na medula espinhal apos lesdao ¢ capaz de
reduzir a gliose reativa, permitindo regeneracao axonal. A ndo expressao da GFAP em co-
culturas de astrocitos e neurénios também demonstrou favorecer o crescimento de neuritos, o
mesmo ndo ocorreu com outros sistemas de FIs como a vimentina (MENET et al., 2001).
Estes autores também demonstraram que este favorecimento no desenvolvimento de neuritos
esta relacionada com a expressdo de elementos da matriz extracelular e moléculas de adesdo

como, fibronectina, laminina, sulfato de condroitina, N-caderinas e N-CAM.
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2 - JUSTIFICATIVA

Os filamentos intermediarios gliais sdo proteinas que vém sendo relacionadas com
uma série de eventos celulares como proliferagdo, migracdo, invasdo e diferenciagdo. Existe
um grande numero de trabalhos que descrevem a existéncia de determinados filamentos
intermediarios associados a caracteristicas celulares especificas e a situagdes patoldgicas,
levando a algumas associacdes entre filamentos intermedidrios e fendmenos observados.
Principalmente no que diz respeito ao estudo de células tumorais, muitos dos fendmenos
associados a presenca de filamentos intermediarios, s3o também associados a elementos da
matriz extracelular. Sdo exaustivos os dados existentes na literatura que descrevem as
influéncias de proteinas da matriz extracelular sobre os diferentes tipos celulares, incluindo
células tumorais. Entretanto ¢ muito pequeno o numero de trabalhos que fazem uma
associacdo entre fendtipo celular, matriz extracelular e filamentos intermediarios. Além
disso, os poucos dados existentes sdo resultados de observacdes estaticas que acabam
fornecendo poucos dados sobre a biologia destes processos. Este trabalho busca apresentar
uma humilde colaboragdo para a compreensdo da biologia de filamentos intermediarios
(vimentina e GFAP) e as suas relacdes com proteinas da matriz extracelular como

fibronectina, laminina e colageno IV e comportamento celular.
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3 - OBJETIVOS

3.1 - Objetivos gerais
e Estudar a influéncia de proteinas da matriz extracelular sobre a adesao,
proliferacdo, migracgao celular e sobre a expressdo e organizacao de filamentos intermediérios

em células de astrocitoma humano U-87.

3.2 - Objetivos especificos

e  Estudar os processos de adesdo, proliferacio e migracdo de células de
astrocitoma humano U-87 sobre fibronectina, laminina ou colageno IV;

e  Verificar a influéncia da fibronectina, laminina e coldgeno IV sobre a
expressao de vimentina e GFAP;

e  Avaliar a organiza¢do da vimentina e GFAP em células U-87 crescidas na

presenca de fibronectina, laminina, ou colageno IV.

25



3-MATERIAIS E METODOS

3.1 - MATERIAIS
Acido acético, acido cloridrico, hidroxido de s6dio e metanol, REAGEN.

Acido etileno-dinitrilo-tetracético ~ (EDTA), Acido  hidroxi-etil-piperazina-
etanosulfonico (HEPES), acrilamida, albumina sérica bovina (BSA), anticorpo anti-
peroxidase, anticorpo policlonal anti-GFAP, anticorpo policlonal anti-laminina, anticorpo
secundario anti-IgG de camundongo (FITC e TriTC), anticorpo secundario anti-IgG de
coelho (FICT e TriTC), azul de coomassie R-250, brometo de etideo, di-amino-fenilindol

(DAPI), glicerol, n-propil-galacto-glicerol, soro normal de cabra, e tripsina, SIGMA, St Louis.

Anticorpo monoclonal anti-vimentina e anticorpo policlonal anti-fibronectina, DAKO,

Carpinteria, CA.

Agarose ultra pura, Aprotinina, Benzamidina, Bis-acrilamida, Cloreto de Potéssio,
Cloreto de Sodio, ditiotreitrol (DTT), Fosfato de Potassio, Fosfato de Sodio Dibasico, Meio
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM), Padrdo de Peso Molecular, Persulfato de

Amonia, PMSF, Soro Bovino Fetal (SBF) e TEMED, GIBCO.

Dodecil sulfato de sédio (SDS), kit para quimioluminescéncia (ECL), membranas de
nitrocelulose, padroes de peso molecular, pelicula Hyperfilm, Tag DNA polimerase,

ThermoScript RT-PCR System, Tris, TRIzol e Tween, AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH.
Glicose e Peroxido de Hidrogénio, MERCK.
Paraformaldeido, VETEC, Rio de Janeiro.

Solug¢des Fixadora e Reveladora, KODAK.

3.2 - EQUIPAMENTOS
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Agitador magnético - QUIMIS Q-221-2; Banho Maria, dbm 120 - BENFER ; Balanca
Analitica - AB 204 - METTLER TOLEDO; Centrifuga, CONTINENTAL — VI; Centrifuga,
EPPENDORF - 5415 D; Camara de Neubauer - HIRSCHMANN TECHCOLOR; Sistema de
Eletroforese e Eletrotransferéncia HOEFER mini VE - AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH;
Espectrofotometro Ultrospec 3000 - PHARMACIA BIOTECH; Estufa timida de CO, — NUAIRE;
Fluxo laminar — VECO; Microcentrifuga - 5415 D — EPPENDORF; Microscopio epifluorescente
— OLYMPUS; Microscopio optico — OLYMPUS; pHmetro - TM 38 - SENSORTECHNIK

MEINSBERG GMBH; Scanner — UL 1950, LOGITECH ;

3.3-METODOS

3.3.1 - CULTURA DE CELULAS

Neste trabalho foi utilizada a linhagem de astrocitoma humano U-87 doada pelo Dr.
Guido Lenz, do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRG, Porto Alegre, RS). Esta linhagem foi originalmente obtida a partir de um
astrocitoma de grau III (OMS) de uma mulher caucasiana de 44 anos (POTEN & MACINTYRE,
1968). A linhagem U-87 foi mantida estéril cultivadas em garrafas de cultura de 25cm’
contendo meio de cultura Dulbecco (DMEM) suplementado com 5% de soro fetal bovino
(SFB). As células foram manipuladas em capela de fluxo laminar e mantidas em estufa com
95% de umidade, 5% CO, a 37°C. Apos a confluéncia, as células foram retiradas com
solugdo de tripsina (tripsina 0,125%, EDTA 0,5mM, em tampao fosfato salino [PBS], pH
7,4) ou com uma solu¢ao de PBS pH 7,4 com 2mM de EDTA a temperatura ambiente. A
reacdo foi neutralizada pela adicdo de meio de cultura contendo 5% de SFB. Apds lavagens
com PBS, as células foram plaqueadas a uma densidade de 10° células em cada garrafas de

cultura de 25 cm’. O soro fetal bovino (SFB) foi utilizado somente durante a fase de
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expansao das células. Os experimentos foram realizados em meio DMEN sem suplementacao

de SFB.

3.3.2 — PREPARO DAS PROTEINAS DE MATRIX EXTRACELULAR

Proteinas constituintes da matriz extracelular (MEC) como fibronectina (FN),
laminina (LN) ou colageno tipo IV (Col 1V) foram adquiridas comercialmente e diluidas a
uma concentragdo de 20pg/ml. A fibronectina e o colageno tipo IV foram diluidos em PBS
pH 7,4. A laminina foi diluida em tampao acetato pH 4,0 acrescido de 2mM de CaCl, a uma
concentragdo de 20upg/ml (CHENG, et al., 1997; FREIRE & COELHO-SAMPAIO, 2000). As
concentragdes de proteinas da MEC e os diluentes utilizados foram pré-definidos utilizando
ensaios de adesdo, proliferacdo e imunofloréscencia (dados ndao demonstrados). Apos a
aplicagdo das determinadas solugdes nas placas de cultura, estas foram mantidas a 4°C por 12
horas. Apés este periodo o sobrenadante ¢ removido, as placas s3o lavadas com PBS e as
células plaqueadas de forma adequada a cada experimento. Como controle foi utilizada a

auséncia de quaisquer moléculas da MEC — plastico.

3.3.3 — ENSAIO DE ADESAO CELULAR

A capacidade de adesdo das células do astrocitoma U-87 as diferentes moléculas da
MEC foi testada utilizando o método do MTT descrito por MOSSMANN (1983). As células
foram descoladas das garrafas de cultura utilizando uma solu¢do de PBS com 2mM de
EDTA, em seguida, foram plaqueadas a uma densidade de 10* células/cm® em placas de 96
pocos previamente revestidas com FN, LN ou Col IV. As células foram mantidas em
condi¢des de cultivo em intervalos de 3hs, 6hs, 12hs e 24hs. Ao final de cada tempo, os
pocos foram lavados com PBS para remocdo das células ndo aderentes, em seguida foi

adicionado 10ul/pogo de 2,5 difenil brometo de tetrazolio (MTT, Smg/ml) e a placa incubada
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por 4 horas nas condi¢des de cultivo. Nas células viaveis, as desidrogenases mitocondriais
reduzem o MTT, produzindo um precipitado colorido que foi dissolvido pela adicao de SDS
a 10% durante 12 horas, a 37°C. A coloragdo foi quantificada por leitura da absorbancia a
540nm. Os valores de absorbancia sdo diretamente proporcionais a quantidade de células

viaveis aderidas.

3.3.4 — ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR — METODO DO MTT

A influéncia das moléculas de MEC sobre a proliferagdo do astrocitoma U-87 foi
testada pelo método do MTT e pelo método do BrdU (descrito a seguir). Nos experimentos
realizados com o MTT foram utilizadas duas formas de controle. A primeira, utilizada
também em praticamente todos os experimentos, consiste na célula cultivada sobre uma
superficie desprovida de moléculas da MEC (plastico); a segunda foi realizada com o
objetivo de assegurar que as medidas realizadas eram realmente de proliferacao celular. Para
isto, em um grupo foram realizadas leituras poucos minutos apos o plaqueamento das células
sobre as moléculas de MEC, tendo desta forma um valor correspondente ao niimero inicial de
células utilizadas no experimento. Este dado possibilita a identificacdo de morte celular nos
demais grupos.

Para estes ensaios foram utilizadas placas de 96 pocos previamente incubados com
proteinas de MEC. As células U-87 foram plaqueadas em uma densidade de 5 x 10’
células/cm’ e incubadas em intervalos de 24hs, 48hs, 72hs e 96hs nas condig¢des de cultivo. A
cada 24hs 15% do meio de cultura era substituido por meio novo. Ao final de cada tempo,
foram adicionados 10ul/poco de 2,5 difenil brometo de tetrazélio (MTT, Smg/ml) e a placa
incubada por 4 horas nas condi¢des de cultivo. Em seguida foi adicionado SDS a 10%
durante 12 horas, a 37°C. A coloragdo foi quantificada por leitura da absorbancia a 540nm

(MOSSMANN, 1983).
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3.3.5 — ENSAIO DE PROLIFERACAO CELULAR — METODO DO BRDU

A proliferagdo celular foi analisada, também pela incorporagdo com 5-bromo-2’-
deoxiurina (BrdU), que corresponde a um analogo da timidina incorporando-se ao DNA das
células que estdo proliferando. As células U-87 foram plaqueadas em uma densidade de 5 x
10° células/cm® e incubadas com 1pg/ml BrdU em intervalos de 24hs, 48hs, 72hs e 96hs nas
condigdes de cultivo. A cada 24hs 15% do meio de cultura era substituido por meio novo. Ao
final de cada tempo as células foram fixadas com 4% de paraformaldeido por 20 min. As
culturas foram lavadas duas vezes com dgua destilada e incubadas em HCI 2N a 50°C por 15
min. (duas vezes). A seguir as células foram lavadas duas vezes, com tampao borato 0,1M
durante 10 min a temperatura ambiente. Apds lavagem com PBS, as células foram incubadas
com anticorpo anti-BrdU e conjugado peroxidase. A revelacdo foi realizada com DAB e as
células totais foram visualizadas em microscopio de contrate de fase. O indice mitodtico foi
calculado contando-se a porcentagem de células marcadas em pelo menos cinco diferentes

campos por lamina (TRENTIN et al., 1995).

3.3.6 — ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR — MONOCAMADA

Os diferentes padroes de migragao de células U-87, sobre FN, LN ou Col IV foram
determinados utilizando células cultivadas em monocamadas.

As células U-87 foram semeadas em placas de 4 pocos contendo laminulas de 0,25
cm’ a uma densidade de 10° células/poco. Apds 48 horas, o meio de cultura foi substituido
por meio de cultura sem soro ¢ mantido em condigdes de cultivo por mais 2 horas. As
laminulas foram, entdo, removidas cuidadosamente e colocadas em placas de 4 pocos pré-
revestidas com FN, LN ou Col IV. As placas foram mantidas em condicdes de cultura e as

células fotografadas apos 8 horas. O padrao de migragdo foi diretamente proporcional ao
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numero de células além dos limites da laminula. Utilizando o método do BrdU (item 3.3.5)

nao foi observado proliferagdo destas células durante o ensaio.

3.3.7 — ENSAIO DE MIGRACAO CELULAR — AGREGADOS

As células do astrocitoma U-87 apos confluéncia formam, espontaneamente,
agregados celulares. A capacidade de migracdo das células destes agregados foi testada
colocando-os em placas de cultura previamente revestidas com FN, LN ou Col IV. Ap6s um
periodo de 24 horas estes agregados foram fotografados e as células que migraram foram
quantificadas através da medida do alo de migracao formado. Para esta medida, a imagem foi
dividida em 8 planos de 45° cada, o ponto de origem foi determinado aleatoriamente. Foi
considerado como limite méximo de migracdo a regido mais afastada possivel do agregado
que continha 5 ou mais células num intervalo de 45°. Foi considerado como valor numérico
para a migra¢cdo a média dos limites maximos dos oito intervalos. Utilizando o método do
BrdU (item 3.3.5) foi verificado uma prolifera¢do inferior a 1,9% (= 0,98%) destas células

durante o ensaio.

3.3.8 - IMUNOCITOQUIMICA

Os ensaios imunocitoquimicos foram realizados para analise da organizacdo de
moléculas de MEC (fibronectina, laminina e coldgeno tipo IV) e de filamentos intermediarios
(vimentina, proteina acida fibrilar glial - GFAP). A organiza¢dao das moléculas de MEC foi
avaliada na condi¢do controle (dados ndo apresentados). A organizacdo da vimentina ¢ de
GFAP foi analisada apos 24 e 96 horas de cultivo das células sobre FN, LN ou Col IV. Em
ambas as situagdes, as monocamadas de células foram fixadas com paraformaldeido a 4 %

durante 20 minutos ¢ a seguir lavadas uma vez com PBS-Triton (0,3 %) e duas vezes com
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PBS (pH 7,4), a temperatura ambiente. Os sitios ndo-especificos foram bloqueados com 5%
de soro normal de cabra em PBS durante 1 hora. As células foram entdo lavadas com PBS e
incubadas, por 12 horas, com os anticorpos correspondentes preparados em PBS, a 4°C em
camara umida, como segue: anticorpo policlonal anti-fibronectina 1:300; anticorpo policlonal
anti-laminina 1:300; anticorpo policlonal anti-coldgeno IV 1:300; anticorpo monoclonal anti-
vimentina 1:100; anticorpo policlonal anti-GFAP 1:200. Apds nova lavagem com PBS, as
células que haviam sido incubadas com anticorpos policlonais foram incubadas com o
anticorpo secundario, anti-IgG de coelho conjugado a rodamina (TriTC)1:5000 ou anti-IgG
de coelho conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC)1:200 diluidos em PBS. As
células que haviam sido incubadas com anticorpos monoclonais foram submetidas a
incubagdo com o anticorpo secundario anti-IgG de camundongo conjugado com isotiocianato
de fluoresceina (FITC) 1:200, diluido em PBS. A incubagdo secundaria foi realizada por 1
hora, em todos os casos. As células foram lavadas com PBS e mantidas por 30 segundos no
marcador de nucleo DAPI. As laminas foram montadas com n-propil-galacto-glicerol,
observadas e fotografadas em microscopio epifluorescente. Foram analisados oito campos

aleatorios em cada lamina.

3.3.9 — PREPARO DOS EXTRATOS PROTEICOS

As células U-87 foram plaqueadas em pocgos revestidos com FN, LN ou Col IV
(20pg/ml) a uma densidade de 10* células/cm? e mantidas em condi¢des de cultivo por 24hs,
48hs, 72hs ou 96hs. A cada 24hs 15% do meio de cultura era substituido por meio novo. No
final de cada periodo o meio era removido, as células lavadas com PBS e homogeneizadas
em tampao de extragdo (50 mM de Tris, 2 mM de EDTA, 2 pg/ml de Aprotinina, 2 mM de
Benzamidina, 0,1 mM de PMSF, pH 7,0) numa propor¢ao de 150ul de tampao de extracao

2
para 10cm” de monocamadas celulares.
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Aliquotas de 5 pul foram recolhidas para determinagao do contetido protéico total e o
restante foi imediatamente homogeneizado em tampao de eletroforese (v/v) de 1/5
(concentracao final - 4% de SDS; 50 mM de Tris; 100 mM de EDTA; 8% de pB-
mercaptoetanol; 40% de glicerol; Azul de Bromofenol; pH 6,8) e aquecido por 4 minutos a
98°C. Estas amostras prontas para serem submetidas a eletroforese apresentavam uma

concentracao final de proteina que variava de 2-5 pg/pl.

3.3.10 - DOSAGEM DO CONTEUDO PROTEICO TOTAL

Para quantificar o contetdo protéico de extratos totais provenientes das células U-87
cultivadas sobre FN, LN ou Col IV foi utilizado o método de BRADFORD (1976). As medidas
de absorbancia foram realizadas em espectrofotometro (A 595nm) e comparadas a uma curva

padrdo elaborada com albumina sérica bovina (2-20 pg/ml).

3.3.11 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Os géis foram preparados em placas de vidro de minigel (10,5 X 12 cm), na espessura
de 1 mm, contendo 10 pocos e apresentavam a seguinte composicao: gel de separagao: 10%
Acrilamida/Bis-acrilamida (37,5:1; w/w), 375 mM de Tris, 0,1% de SDS, 0,05% de TEMED,
0,1% de persulfato de amodnia, pH 8.,8; gel de entrada: 4% de Acrilamida/Bis-acrilamida
(37,5:1 w/w), 125 mM de Tris, 0,1% de SDS, 0,05% de TEMED, 0,1% de persulfato de
amonia; pH 6,8.

Foram aplicados 40 pg de proteina por poco e a separagdo eletroforética foi realizada
com corrente fixa de 20 mA por placa e voltagem livre. A corrida durava aproximadamente

2h e 30 min. Foram utilizados 250 ml de tampao superior (190 mM de glicina, 25 mM de
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Tris e 0,1% de SDS, pH 8,3) e 800 ml de tampao inferior (50 mM de Tris; pH 8,3)

(LAEMMLI, 1970).

3.3.12 - ELETROTRANSFERENCIA

Para eletrotransferéncia, os géis foram equilibrados durante 15 minutos em tampao de
transferéncia (24,8 mM de Tris, 192 mM de Glicina, 20% de metanol; pH 8,3). As
membranas de nitrocelulose foram igualmente equilibradas, inicialmente em agua deionizada
(5 min) e posteriormente em tampao de transferéncia (10 min). As proteinas foram
transferidas do gel para a membrana de nitrocelulose, conforme descrito originalmente por
TOwBIN (1979). O “sanduiche” foi montado, no sentido do pdlo negativo para o positivo,
obedecendo a seguinte ordem: espuma de suporte, papel filtro, gel, nitrocelulose, novamente
papel filtro e espuma de suporte. A transferéncia foi realizada durante 3 horas, em uma cuba
de eletrotransferéncia contendo 300 ml de tampao (4°C), usando corrente fixa de 400 mA.
Apds as membranas foram coradas com solugdo de Ponceau (0,5% de Ponceau e 1% de 4cido

acético) para controle da transferéncia das proteinas.

3.3.13 — IMUNODETECCAO

As membranas contendo as proteinas, foram lavadas com TBS (20 mM de Tris, 137
mM de NaCl, pH 7,6), para retirar o Ponceau e remanescentes da eletrotransferéncia. A
seguir foram bloqueadas por 1h, (temperatura ambiente) com 5% de leite desnatado Molico®,
diluido em TBS. Apos esse bloqueio, as membranas foram lavadas por 3 vezes de 5 min com
TBS-T (Tween-20 0,05%, 20 mM de Tris, 137 mM de NaCl, pH 7,6). As membranas foram
incubadas com: anticorpo monoclonal anti-vimentina 1:1.000; anticorpo policlonal anti-
GFAP 1:5.000 durante 12 horas a 4°C. Apds as incubagdes, as membranas foram novamente

lavadas com TBS-T (3 vezes de 5 min) e incubadas por 1 hora em temperatura ambiente com
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anticorpos secundarios especificos (conjugados a peroxidase). Para a detec¢do dos
complexos imunes, as membranas foram lavadas 3 vezes com TBS-T e 2 vezes com TBS (5
min cada lavagem), sendo que as bandas correspondentes as respectivas proteinas foram
reveladas através de kit ECL (Amersham Pharmacia Biotech), conforme recomendagdes do
fabricante. Neste processo, a peroxidase catalisa a oxida¢do do luminol em presenga de
peréxido de hidrogénio. Intensificadores quimicos sustentam a emissdo de luz do luminol
que imprime as bandas correspondentes as proteinas em filmes autoradiograficos. As bandas
protéicas detectadas foram medidas por densitometria optica (D.Os) através do programa
computacional Scion Image®, (National Institutes of Health). As D.Os correspondem as

medidas do imunoconteudo das bandas protéicas analisadas.

3.3.14 — ANALISE DA EXPRESSAO DE VIMENTINA E GFAP

3.3.14.1- Extracdo de RNAs totais

Células do astrocitoma U-87 foram cultivadas em placas de 6 pogos pré-revestidas
com FN, LN ou Col IV, a uma densidade de 10’ células/cm? durante 96 horas nas condi¢cdes
de cultivo. Apos este periodo, o meio de cultura foi removido e os RNAs totais foram
purificados utilizando reagente TRIzol , de acordo com as orientagdes do fabricante. A

concentragdo dos RNAs totais foram estimadas por espectofotometria a 260nm.
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3.3.14.2 — Sintese do cDNA
A fita de DNA complementar (cDNA) foi sintetizada a partir de 1pug do RNA total,
obtido pela extragio com o TRIzol , utilizando um kit para transcrigio reversa

ThermoScript  RT-PCR System, conforme especifica¢des do fabricante.

3.3.14.3 - Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a PCR foi utilizada 2pul do cDNA em uma reagdo de 25pl, utilizando-se 1
unidade de enzima DNA polimerase. A amplificagdo ocorreu em 33 ciclos (desnaturagdo a
94°C por 1 minuto; anelamento a 56°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos) com
uma etapa inicial de desnaturacao de 94°C por 2 minutos € uma etapa final de extensao 72°C
por 7 minutos. O produto do PCR foi visualizado em gel de agarose a 2% corado com
brometo de etideo e fotografado (Polaroid Gel System).

Os “primers” utilizados foram obtidos de seqiiéncias de mRNA humanos de
vimentina ¢ GFAP disponiveis no banco de dados do “National Center for Biotechonology
Information” (www.ncbi.nlm.nih.gov). As seqiiéncias escolhidas foram testadas através do

programa de analise de primers Oligo-6 " e adquiridas da Invitrogen.

Proteina Produto Sequéncia (5 - 3°)

GAPDH 411pb Sense —gct gag tac gtc gtg gag

Antisense — gag ctt ccc gtt ca

GFAP 725pb Sense - act caa tgc tgg ctt caa gg
Antisense - tga gca ggt cct ggt act cc

Vimentina 515pb Sense - ccc tca cct gtg aag tgg at

Antisense - ctc aat gtc aag ggc cat ct

Tabela 04: Pimers utilizados.
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3.3.14.4 — PCR semiquantitativo

Para a quantificagdo dos mRNAs foi realizada técnica de PCR semiquantitativo,
utilizando como padriao interno “primers” para amplificacdo da seqiiéncia de GAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase - proteina constitutiva). As duas seqiiéncias (GAPDH
e seqiiéncias de interesse, vimentina ou GFAP) foram amplificadas em condigdes, de ciclos e
temperatura de anelamento, pré-estabelecidos. Com o objetivo de elaborar uma curva de
amplificacdo o ¢cDNA foi diluido nas razdes de 1, 1:5, 1:10 e 1:20. A partir da normalizagio
dos valores das seqiiéncias de interesse com as leituras para o amplificado de GAPDH, foram
calculados as diferengas de expressdo das seqiiéncias de interesse, determinando assim a
influéncia de proteinas da MEC na expressdo de vimentina e GFAP em células de

astrocitoma U-87.

3.3.15 - ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada pela andlise de varidncia de uma via (ANOVA),
seguida pelo teste de Newmann-Keuls, ou pelo teste t de Student, quando necessario. As

analises de correlacdo foram realizadas pelo teste de Spearman (Graph Pad Prism).
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5-RESULTADOS

5.1 — EFEITOS DA FIBRONECTINA, LAMININA E COLAGENO |V SOBRE A MORFOLOGIA DE
CELULAS DO ASTROCITOMA HUMANO U-87

Com o objetivo de avaliar os efeitos de proteinas da MEC sobre a morfologia de
células U-87; estas foram cultivadas sobre fibronectina (FN), laminina (LN) ou colageno do
tipo IV (Col 1V) em intervalos de 24 e 96 horas (figura 06). As células cultivadas sobre
fibronectina apresentam um padrao de adesdo fibrilar, com longos e numerosos processos
celulares. Sobre a matriz formada por laminina, ocorre um predominio de adesdo do tipo
focal com células bem proeminentes. Os processos celulares sao reduzidos em nimero e
tamanho, sendo muito similar aos das células controle. Quando cultivadas sobre o colageno
do tipo IV, as células apresentaram um predominio de ades@o do tipo focal com numerosos e
longos processos celulares. Com 96 horas de cultivo sobre FN, foi possivel observar uma
reducdo no numero de processos celulares, todavia o padrao fibrilar de adesdao foi mantido.
As células que foram mantidas sobre LN, apos 96 horas, apresentam uma morfologia similar
as mantidas por 24 horas, porém ocorre um aumento no nimero de células com aspecto
esférico, estas tendem a permanecer proximas umas das outras, como observado no controle.
Na matriz formada por Col IV, as células mantém a mesma morfologia, quando mantidas por
24 ou 96 horas, entretanto a densidade celular aumenta decorrente da proliferagdo celular,

também possivel de se observar nos demais substratos.
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Figura 06: Morfologia das células U-87 cultivadas sobre fibronectina (FN), laminina (LN), ou
colageno IV (Col IV), em intervalos de 24 e 96 horas. As células foram fotografadas em microscopio

de contraste de fase. Aumento de 200x.
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5.2 — PERFIL DA CINETICA DE ADESAO DE CELULAS U-87 SOBRE FIBRONECTINA, LAMININA
OU COLAGENO IV

A cinética de adesdo das células U-87 foi testada nos diferentes substratos nos
intervalos de 3, 6, 12 ¢ 24 horas.

As células U-87 apresentaram uma rapida adesdo a FN, em 3 horas mais da metade
das células encontravam-se completamente aderidas. Na matriz formada por Col IV,
aproximadamente 50% das células aderiram com pouco mais de 3 horas. A cinética de
adesdo das células U-87 sobre LN foi menor que no proprio controle, atingindo uma adesao
de aproximadamente 50% das células somente com 12 horas, sendo que este mesmo valor foi
atingido com menos de 9 horas nas células controle (figura 07). Apds 24 horas praticamente

todas as células encontram-se aderidas ao substrato.

5.3 — CAPACIDADE DE PROLIFERACAO DAS CELULAS U-87 SOBRE FIBRONECTINA, LAMININA
OU COLAGENO IV

Com o objetivo de testar se as diferentes moléculas da MEC poderiam influenciar na
capacidade de proliferacdo das células U-87, a proliferagdo celular foi analisada em
intervalos de 24, 48, 72 e 96 horas (figura 08).

A fibronectina mostrou ter efeitos positivos sobre a proliferacdo de células U-87
quando comparadas ao controle, induzindo um aumento significativo na proliferagdo em 48,
72 e 96 horas (25%, 33% e 35% respectivamente). A matriz formada por Col IV também foi
capaz de estimular a proliferacao das células U-87, apresentando diferengas estatisticas nos
intervalos de 72 e 96 horas (17,4% e 17,6% respectivamente). Por outro lado, a laminina
apresentou efeitos negativos sobre a proliferacdo das células U-87, inibindo

significativamente sua capacidade proliferativa quando comparado ao controle em 48, 72 ¢
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96 horas (15%, 20% e 23% respectivamente) mostrando proliferacdo praticamente nula em

todos os intervalos de tempo.
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Figura 07: Adesdo de células U-87 sobre fibronectina (FN), laminina (LN) ou colageno IV (Col 1V)
em intervalos de 3, 6, 12 e 24 horas. Apds 24 horas, em todos os substratos, a adesdo celular ocorre

de forma homogénea. A linha tracejada representa aproximadamente 50% das células totais. Os

valores expressam a média de trés experimentos, sendo o intervalo de confianca de 95%, onde ** =

diferenga significativa com p< 0,01; ***= diferenca significativa com p< 0,001. As barras mostram

desvio padrao com n=6.

0.30+

0.25+4

0.20+4

Nimero de células
MTT - abs 540nm

0.15+4

* k k

* & k
* Xk *

* ok X

0.10

24

48 72 96

Tempo em cultura/horas

—-CTL
—A— FN
—V— LN
—— Col IV

Figura 08: Curva de proliferacdo de células U-87 sobre fibronectina (FN), laminina (LN) ou
colageno IV (Col IV) em intervalos de 24,48, 72 e 96 horas. Os valores expressam a média de quatro
experimentos, sendo o intervalo de confianga de 95%, onde * = diferenca significativa com p<0,05;

** = diferenca significativa com p< 0,01; ***= diferenca significativa com p< 0,001. Diferengas em

relagdo ao controle. As barras mostram desvio padrdo com n=6.
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5.4 — MIGRACAO DE CELULAS U-87 SOBRE FIBRONECTINA, LAMININA OU COLAGENO IV
Com o intuito de verificar se as diferentes moléculas da MEC teriam algum efeito
sobre a capacidade de migracao das células U-87, foram realizados ensaios de migracao
sobre fibronectina, laminina ou coldgeno IV. KACZAREK et al. (1999) descrevem, para
células de gliomas, diferencas nos padrdes de migragao quando as células encontram-se em
monocamadas ou em agregados celulares. Portanto, para verificar de forma mais adequada as
influéncias da MEC sobre a migragdo de células U-87, foram realizados duas modalidade de

ensaios de migracdo, a partir de monocamadas ¢ a partir de agregados celulares.

5.4.1 - Migracdo a partir de monocamadas

As monocamadas de células U-87 apresentaram uma elevada capacidade de migragao
sobre o substrato formado por FN, com um aumento de 125% e Col IV com um aumento de
175%, quando comparadas ao controle. Sobre a laminina a migragdo foi similar a do

controle, ndo apresentando diferencas significativas (figura 09 e 11).

5.4.2 — Migracdo a partir de agregados celulares

O padrdo de migracdo das células U-87 a partir de agregados celulares apresentou
algumas diferencas em relagdo a migragdo a partir de monocamadas. A migragdo foi
igualmente maior sobre FN e Col IV, quando comparados aos demais substratos, porém, ao
contrario do que ocorreu na migragdo a partir de monocamadas, a migra¢ao sobre a FN foi
superior em relagdo ao Col IV (19,5x e 15,5x maior que o controle). Nesta modalidade de
ensaio também foi observado um aumento significativo da migragdo de células U-87 sobre a
laminina (7,5x maior que no controle). A migragdo no grupo controle foi extremamente

baixa, muito proxima a zero (figura 10 e 11).
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Rt ™ BT

Figura 09: Migragdo de células U-87 a partir de monocamadas. A migra¢do ocorreu durante 8 horas
sobre substratos formados por fibronectina (FN), laminina (LN) ou coldgeno IV (Col 1V). A linha
escura na base das imagens representa o ponto de partida das células. A migracdo nos diferentes

substratos foi quantificada e os dados estdo expostos na figura 11.
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Figura 10: Migragdo de células U-87 a partir de agregados celulares. A migra¢do ocorreu durante 12

horas sobre substratos formados por fibronectina (FN), laminina (LN) ou colageno IV (Col IV). A

migracgdo nos diferentes substratos foi quantificada e os dados estdo expostos na figura 11.
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Figura 11: Quantificagdo da migracdo de células U-87 sobre FN, LN ou Col IV a partir de
monocamadas (A) e agregados celulares (B). Em A ¢ possivel observar uma maior migragdo sobre o
Col 1V, seguido da FN, todavia em B este padrao se inverte. Sobre LN a migragcdo em A ndo difere do
controle, ja4 em B apresenta diferencas significativas. Os valores expressam a média de quatro
experimentos, sendo o intervalo de confianga de 95%, onde ***= diferenga significativa com p<

0,001. UA = unidade arbitraria. As barras mostram desvio padrdo com n=5. UA= unidade arbitraria.
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5.5 — INFLUENCIAS DE PROTEINAS DA MEC SOBRE A EXPRESSAO DE FILAMENTOS
INTERMEDIARIOS GLIAIS — VIMENTINA E GFAP — EM CELULAS U-87

Os filamentos intermedidrios sdo compostos por proteinas que normalmente
apresentam uma meia-vida relativamente longa (RUTKA, 1997). Para verificar com maior
eficiéncia as influéncias da fibronectina, laminina ou colageno IV sobre a expressao de
vimentina ¢ GFAP nas células U-87, foram medidos o conteudo protéico ¢ a quantidade de

RNAm para estes filamentos intermediarios.

5.5.1 — Andlise do contetdo protéico de vimentina e GFAP em células U-87 cultivadas
sobre diferentes proteinas da MEC

Os conteudos protéicos de vimentina e GFAP foram mensurados apds permanéncia
das células U-87 sobre fibronectina, laminina ou colageno IV em intervalos de 24, 48, 72 ¢
96 horas.

Sobre todas as matrizes testadas houve um aumento no conteudo de vimentina com o
passar do tempo, sendo que sobre as matrizes de FN e Col IV foram observados os maiores
aumentos de vimentina em relagdo ao tempo inicial de 24 horas; +112,96% e +111, 92%
respectivamente. Analisando individualmente cada grupo durante os intervalos de 24 a 96
horas, sobre o controle ¢ LN ocorreram aumentos muito préximos no conteido de vimentina
de aproximadamente 36% em ambos (tabela 05 e figura 12).

O contetido de GFAP foi bastante dindmico nos diferentes substratos, nos intervalos
entre 24 ¢ 48 horas, foi possivel observar uma redugdo no conteudo de GFAP nos substratos
de FN, LN e Col IV, sendo sobre FN e Col IV as maiores redugdes (60% e 75%
respectivamente). Na condi¢do controle houve aumento de 174% no conteido de GFAP.
Sobre a LN houve uma pequena reducao de 20% no conteido de GFAP entre 24 ¢ 96 horas

(tabela 06 e figura 12).
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Analisando a correlacdo entre os conteudos de vimentina ¢ GFAP nos diferentes
intervalos de tempo, foram encontradas correlagdes inversas nos grupos controle e Col IV, os
demais grupos apesar de ndo apresentarem correlagdes estatisticas entre os conteudos de

vimentina ¢ GFAP também demonstram uma tendéncia de correlagao inversa (tabela 07).

Vimentina entre

24 e 96 horas
CONTROLE +36,66% (= 4,59%)
Fibronectina +112,96% (+ 14.17%)
Laminina +36,92% (£ 9,52%)
Colageno IV +111,92% (= 10,4%)

Tabela 05: Conteudo de vimentina em células U-87 cultivadas sobre FN, LN, ou Col IV em
intervalos de 24, 48, 72 € 96 horas.

GFAP entre 24 e 96 horas

CONTROLE + 174,59% (% 24,59%)
Fibronectina -60,65% (+ 15.17%)
Laminina -19,83% (£ 9,97%)
Colageno 1V -75,10% (£ 16,52%)

Tabela 06: Conteudo de GFAP em células U-87 cultivadas sobre FN, LN, ou Col IV em intervalos
de 24, 48, 72 € 96 horas.

47



A LN B

FN Col IV

° CTL  EN LN CollV
2ahs W mew QIR e
A -

24hs NS ey e S

96“5“‘-'96'15\_%“_-"
-

@]

Vimentina
2.0%1004 -
* % —m—CTL

—&— FN
—¥— LN

—— Col IV
1.0x10%4 4

Unidade densitométrica
arbitraria (UDA)

0.0x10°0° , ,
24 48 72 96

Tempo/horas

GFAP

O

12000+
—— CTL

—&—FN

9000+ LN

—e— Col IV

6000+
* ok * * %k

3000_ * % Kk

Unidade densitométrica
arbitraria (UDA)

Tempo/horas

Figura 12: Contetdo de vimentina e GFAP em células U-87. Estas células foram cultivadas sobre
fibronectina (FN), laminina (LN) ou colageno IV (Col IV) em intervalos de 24,48, 72 e 96 horas. A.
Imunocontetido de vimentina em 24 e 96 horas; B Imunoconteido de GFAP em 24 e 96 horas; C.
Grafico mostrando resultados obtidos apds quantificagdo dos contetidos de vimentina em 24, 48, 72 ¢
96 horas. D. Grafico mostrando resultados obtidos apds quantificagdo dos contetidos de GFAP em 24,
48, 72 e 96 horas. Os valores dos graficos expressam a média de quatro experimentos, sendo o
intervalo de confianca de 95%, onde ** = diferenca significativa com p< 0,01; ***= diferenca
significativa com p< 0,001. Diferencas em relacdo ao controle.
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5.5.2 — Analise do conteddo de RNAm para vimentina e GFAP em células U-87
cultivadas sobre diferentes proteinas da MEC

O aumento no contetdo de uma determinada proteina, ndo necessariamente esta
relacionado com aumento na expressao, outros mecanismos podem estar envolvidos como,
por exemplo, degradacdo. Com o intuito de verificar se as alteragdes nos conteudos de
vimentina ¢ GFAP observados estariam relacionados com alteragcdes na expressdo destas
proteinas, foram analisados os niveis de RNAm para vimentina ¢ GFAP em células U-87
cultivadas sobre FN, LN ou Col IV no intervalo de 96 horas.

Os niveis de RNAm tanto para vimentina, quanto para GFAP, em relacdo ao controle,
foram muito similares aos dados obtidos com o contetido protéico em todos os substratos

testados (figura 13).

Correlacédo Correlacéo Spearman
Vimentina x GFAP R? r
CONTROLE Sim 0,95 -0,97
Fibronectina Nio 0,83 -0,91
Laminina Nao 0,47 -0,68
Colageno IV Sim 0,91 -0,95

Tabela 07: Correlagdo entre os conteudos de vimentina ¢ GFAP em células U-87 cultivadas sobre
FN, LN ou Col IV, em intervalos de 24, 48, 72, 96 horas. O R? indica o grau de correlagdo, as
amostra foram consideradas correlacionadas com 95% de confiabilidade. O valor de r no teste de

Spearman indica o sentido da correlagdo (+ positiva ou - inversa).
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Figura 13: Quantificacio do RNAm para vimentina ¢ GFAP em células U-87 cultivadas sobre
fibronectina (FN), laminina (LN) ou colageno IV (Col IV) no intervalos 96 horas. A ¢ B. Imagens de
géis de agarose mostrando bandas obtidas apds PCR-Semiquantitativo para vimentina e GFAP, sendo
utilizado GAPDH como controle interno nio variavel. C e D. Graficos elaborados apds densitometria
e quantifica¢do das bandas obtidas. C. Vimentina e D. GFAP. Estes graficos mostram as médias de
trés experimentos, sendo o intervalo de confianca de 95%, onde * = diferenga significativa com

p<0,05; ***= diferenga significativa com p< 0,001.

50



5.6 — ANALISE DAS INFLUENCIAS DA FN, LN E DO CoL IV SOBRE A ORGANIZACAO DE
VIMENTINA E GFAP EM CELULAS U-87

Tendo observado que proteinas da MEC podem promover alteragdes nos padrdes de
expressao de vimentina e GFAP em células U-87, ensaios para a visualizagdo da organizagao
celular da vimentina ¢ da GFAP foram realizados com células U-87 cultivadas sobre FN, LN

ou Col IV em intervalos de tempo de 24 e 96 horas.

5.6.1 — Organizacao de vimentina

Na condi¢do de controle, as redes citoplasmaticas de vimentina apresentaram-se
densas, conferindo uma forte marcacdo por todo citoplasma, apds 96 horas este padrio se
manteve, porém, as células apresentaram-se com um citoplasma um pouco mais amplo,
conferindo um aspecto menos denso as redes de vimentina (figura 14). A organizagdo de
vimentina, nas células U-87 cultivadas sobre FN, apresentou-se como redes bem definidas
em 24 horas, sofrendo um certo adensamento apos 96 horas. E possivel observar um maior
adensamento das fibras de vimentina nos pontos mais distais dos processos celulares apds 96
horas de cultivo sobre a FN. Sobre a matriz de LN, nao foi possivel observar variagdes muito
evidentes na organizagdo de vimentina em relagdo ao controle, em ambos os intervalos de
tempo analisados. A vimentina também se mostrou uniformemente distribuida no citoplasma
das células cultivadas sobre o coldgeno IV, formando redes bem definidas. Sobre a matriz de
Col IV chama a atengdo o adensamento de vimentina nas regides distais dos processos
celulares observado nos tempos de cultura estudados, independente se estes sdo longos ou
curtos as regides mais distais normalmente apresentam certo adensamento das fibras de

vimentina (figura 14).
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Figura 14: Imunomarca¢do para vimentina em células U-87 cultivadas sobre fibronectina (FN),
laminina (LN) ou colageno IV (Col IV) nos intervalos de 24 ¢ 96 horas. Setas indicam regides de

maior adensamento de vimentina nas por¢des distais dos processos celulares. Aumento de 1000x.
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5.6.2 — Organizacao de GFAP

A organizacdo de GFAP, de forma geral, ndo apresentou muitos detalhes. Com 24
horas de cultivo nas condigdes de controle, a GFAP apresenta-se com uma organizagao
citoplasmatica irregular e descontinua, dando aspecto de ponto de GFAP pelo citoplasma,
sendo estes mais densos proximos das regides perinucleares. Apos 96 horas de cultivo nas
condi¢des de controle ocorre um certo adensamento da GFAP, mostrando uma marcagao
mais intensa. Ainda nesta condi¢do ¢ possivel observar pequenos e discretos acumulos de
GFAP em regides que poderiam ser relacionadas com pontos de adesdo focal (figura 15).
Sobre a matriz de fibronectina foi possivel observar um certo adensamento de GFAP apos 96
horas de cultivo, da mesma maneira que no controle, a GFAP encontra-se localizada por todo
citoplasma, preferencialmente nas regides perinucleares, sendo bastante reduzida nos
processos celulares. A disposi¢do de GFAP nas células cultivadas sobre LN ¢ bastante
semelhante a situacdo controle, entretanto, com apenas 24 horas de cultivo é possivel
observar um consideravel adensamento de GFAP. Disposi¢do de GFAP semelhante aos
demais grupos também foi encontrada nas células crescidas sobre Col IV, todavia nestas
células fica bem evidente a reduzida presenca de GFAP nos processos celulares, tornando-os

quase imperceptiveis.
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Figura 15: Imunomarcagdo para GFAP em células U-87 cultivadas sobre fibronectina (FN), laminina
(LN) ou colageno IV (Col IV) nos intervalos de 24 e 96 horas. Setas indicam no CTL regides de
maior adensamento de GFAP em provaveis pontos de adesdo focal e em FN e Col IV uma fraca

marcacao para GFAP ao longo dos processos celulares. Aumento de 1000x.
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6 — DISCUSSAO

As relagdes entre matriz extracelular e células pode ser melhor entendida empregando-
se alguns conceitos basicos de ecologia a este sistema. A medida que um sistema bioldgico
passa a ser visto como um ecossistema, composto por individuos — células; e meio —
microambiente celular; fica mais facil compreender a biologia de tecidos normais, células
tumorais e suas inter-ralagdes, onde uma pequena alteragdo pode causar grandes modificagdes
no sentido de reorganizagdo do sistema (DEWEVER & MAREEL, 2003).

Os astrocitomas malignos s3o neoplasias altamente invasivas que se infiltram
difundindo-se pelo parénquima cerebral. Eventos como adesdo, proliferagdo e migracao de
astrocitomas in vivo ¢ dependente de interagdes com proteinas especificas da MEC (GIESE et
al., 1998). A coordenagdo de passos envolvidos na invasdo do tecido cerebral por células de
astrocitoma requer a regulacdo de um complexo niimero de processos citoldégicos como
ligacdo de moléculas de superficie celular a moléculas especificas de matriz extracelular,
ativacao de proteases especificas para degradacao seletiva da MEC e interacdes entre MEC,
membrana plasmatica e citoesqueleto. E crescente o nimero de evidencias que sugerem que
os FIs podem estar envolvidos em complexos processos celulares controlando a morfologia,
adesao e proliferagao de células de astrocitomas (RUTKA et al 1999).

Neste trabalho foi demonstrado que substratos formados por fibronectina ou colageno
IV promovem uma alta adesdo, proliferagdo e migracao de células U-87 de astrocitoma
humano. Estes fendmenos foram acompanhados por alteracdes na expressdo de vimentina e
GFAP. Substratos como a FN e Col IV foram responsaveis por altas taxas de migragdo em 8
e 12 horas e por uma alta capacidade de proliferacio em 96 horas. Estes eventos foram
acompanhados de modificacdes na expressao de vimentina ¢ GFAP, entre 24 ¢ 96 horas.

As relagdes entre FI e proteinas da MEC ndo sao profundamente estudas. Sdo raros os
trabalhos que apresentam algum dado substancial sobre as influéncias da MEC na biologia
dos FI, a maioria dos trabalhos apenas sugere a inter-relagdo entre MEC e FI, todavia sem

uma sustentacao experimental conclusiva. As diferentes proteinas da MEC foram capazes de
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promover alteragdes distintas na expressdo e organizacao de vimentina ¢ GFAP em células U-
87. Sobre a matriz de FN as células U-87 apresentaram um grande aumento na expressao de
vimentina (112%) acompanhada por uma reducdo na expressao de GFAP (60%) em relacao
ao controle em 96 horas. Este mesmo padrdo foi observado sobre a matriz de Col IV onde a
reducdo na expressao de GFAP foi ainda maior (75%). Sobre a matriz de LN, as células U-87
apresentaram modificagdes na expressao de vimentina e GFAP mais discretas (+36%; - 20%,
respectivamente). MENET et al. (2001) sugerem que alteragdes nos FIs de astrocitos
promoveriam modifica¢des na afinidade dos receptores de integrinas, levando a uma alteracao
na expressao de moléculas de MEC. Considerando estas observagdes, poderia ser dito que o
inverso também pode ser verdadeiro, ou seja, diferentes moléculas de MEC poderiam ligar-se
a especificos receptores de integrinas promovendo uma reorganizac¢do celular que acarretaria
em alteracdes na expressdo e organizagao de FI.

GIESE et al. (1998), demonstraram que células de gliomas humanos apresentam um
padrdo de adesdo diferenciado em distintas regides do SNC. Nas membranas aracnoides, ricas
em fibronectina e colagenos I e IV, estes autores observaram uma rapida adesdo das células
de glioma, j4 em determinados vasos sanguineos a adesdo se processou de forma mais lenta,
este fator foi associado a exposicdo de diferentes moléculas de MEC como Col IV e LN. As
células do astrocitoma humano U-87 apresenta uma cinética de adesdo diferenciada conforme
o substrato. A FN e o Col IV mostraram-se mais permissivos a adesdo de células U-87. A alta
capacidade de adesdo das células U-87 a FN e ao Col IV foi associada a um padrao
morfoldgico com predominios de adesdes fibrilares e presenga de longos processos celulares
(figura 06). ENAM et al. (1998) utilizando 4 linhagens de gliomas humanos observaram um
efeito quimiotatico positivo da fibronectina, induzindo as células a assumirem um formato
mais achatado com varios prolongamentos. A redu¢do de GFAP em células de astrocitoma
que também expressam vimentina ¢ capaz de promover alteragdes na morfologia como
formagdo de processos celulares e redugdo das adesdes focais (RUTKA et al., 1994; RUTKA et
al., 1999b). Esta capacidade de modulagdo das propriedades de adesdo de células de

astrocitomas pela expressdo de diferentes filamentos intermedidrios poderia explicar o fato, de
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apoés 24 horas as células U-87 apresentarem o mesmo padrao de adesdo nos diferentes
substratos (figura 07). GIESE et al. (1998) mostraram que a adesao de células de astrocitoma a
laminina-1 de EHS pode ser 100% bloqueada com a utilizagdo de anticorpos contra a
subunidade beta-1 do receptor de integrina. RUTKA et al. (1999b) observaram que a auséncia
de GFAP em células de gliomas estava correlacionada com modificagdes especificas na
subunidade beta-1 do receptor de integrina. Estes dados permitem sugerir que a reduzida
cinética de adesdo das células U-87 sobre laminina poderia estar sendo compensada por uma
modificacdo na expressao de FI, mesmo que de forma discreta, levando a uma modulagdo nos
receptores de LN aumentando gradativamente a capacidade de a adesdo das células U-87 a
LN.

A regulagdo do ciclo celular e a modulacdo da adesdo sdo respostas relacionadas com
elementos da matriz extracelular, envolvendo mecanismos especificos ainda ndo totalmente
identificados. E conhecido que a sinalizagdo via receptores de integrinas ou ativagio de
receptores de fatores de crescimento ¢ necessaria para a passagem da fase G1 para S, levando
a proliferacdo celular (BORNSTEIN & SAGE, 2002). Os substratos formados por FN e Col IV
apresentaram efeitos positivos sobre a prolifera¢ao de células U-87. MENDES DE AGUIAR et al.
(2002) demonstraram que em células de glioma de rato C6, a FN e o Col IV também
apresentam efeitos estimulatorios sobre a proliferacio. O aumento na capacidade de
proliferacdo das células U-87 induzidas pelos substratos de FN e Col IV pode estar
relacionado com o aumento da expressdo de vimentina e redugdo na expressdo de GFAP.
BOYER (1990) observou que durante o processo de fechamento das vesiculas Oticas em
embrides E11 de camundongos ocorre uma intensa proliferacdo celular associada a alta
expressdo de vimentina, mais tarde esta vimentina ¢ substituida por GFAP (E18)
caracterizando o inicio da fase de diferenciacdo celular que é associada a baixas taxas de

proliferacdo destas células. O tratamento antisense para GFAP em células de astrocitoma
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humano demonstrou aumentar a capacidade de proliferacdo destas células, também foi
possivel observar um aumento na expressdo de vimentina, nestina, filamento de actina e
CD44 (RUTKA, 1994; ENG, 2000). Culturas de astrdcitos de animais que nao expressam GFAP
apresentam uma maior densidade de saturagdo (PEKNY et al., 1998b). A analise das células U-
87 em condi¢des de controle vem corroborar com estes dados, uma vez que nestas condigdes
a expressao de GFAP teve um aumento de 174% entre 24 ¢ 96 horas e a proliferagdo celular
foi muito reduzida. As baixas taxas de prolifera¢do das células U-87 sobre a LN, podem estar
relacionadas com a reduzida capacidade deste substrato de estimular alteragdes na expressao
de vimentina ¢ GFAP, ou ainda com a incapacidade destas células de reconhecer
adequadamente a LN, pela falta de expressao de receptores adequados.

Os processos de migracdo celular, de forma geral, incluem um grupo de mecanismos
coordenados como a polarizagio morfoldgica, extensdo da membrana, expressdo de
moléculas de adesdo, for¢a contratil, tragdo ¢ liberagdo das ligagdes (BELOT et al., 2001).
Substratos que promovem rapida adesdo também sdo abeis para promover migracao (GIESE et
al., 1998). De forma geral, as células U-87 apresentaram alta capacidade de migragdo sobre as
matrizes de FN e Col IV. KACZAREK et al. (1999) utilizando um painel de 13 linhagens de
gliomas estabeleceram que o numero de adesdes focais ¢ inversamente correlacionado com a
mobilidade celular, todavia um certo nimero de adesdes focal € requerido para ser realizado o
processo de migracao celular. Estes autores também descrevem que o a capacidade de adesdo
de gliomas esta correlacionada com a migragdo. Os resultados obtidos com as células U-87
estdo de acordo com estas observagdes, pois sobre FN e Col IV, onde foram observadas as
maiores taxas de migracdo, também foi observado um padrao de adesdo predominantemente
do tipo fibrilar com poucas regides de adesdo focal (figura 06), além disso sobre estes
substratos foram obtidas as maiores velocidades de adesdo das células U-87 (figura 07). Nao

¢ apenas como suporte mecanico que a MEC participa do processo de adesdo celular.
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Pequenos fragmentos soluveis de FN sdao capazes de induzir a alteragdes fenotipicas
associadas a migragdo como formagédo de fibras de estresse ¢ polarizagdo celular (GIESE et al.,
1998). O aumento na expressao de vimentina e a reducao na expressao de GFAP induzidas
pela FN e Col IV nas células U-87 podem estar diretamente relacionadas com as altas taxas de
migracdo nestes substratos. RUTKA et al. (1999) observaram que células, como a U343 que
apresentam alta expressdo de GFAP, t€ém baixa capacidade de migracdo. Estes autores
também demonstram que células de astrocitoma U-251 apds tratamento antisense para GFAP
apresentam um aumento na capacidade de migracdo. Muitos autores relatam que as células
gliais do sistema nervoso que apresentam alta expressdo de vimentina e baixa expressdo de
GFAP tém maior habilidade para migrar, pelo fato de tratarem-se de células indiferenciadas.
MENET et al. (2001) observaram que astrocitos que ndo expressam GFAP formam um
microambiente semelhante aos das vias de migragdo das células da crista neural. ELIASSON et
al. (1999) demonstram que a vimentina esta relacionada com o controle da rigidez celular,
onde a falta da vimentina conferiria um aspecto mais rigido as células gliais reduzindo a
eficiéncia em eventos como migragao e invasao.

Analisando de forma mais cuidadosa os perfis de migracao das células U-87 ¢ possivel
observar diferencas nos padrdes de migracao, sobre os diferentes substratos, nos ensaios onde
as células partem de monocamadas ou de agregados celulares (figura 11). A migragdo de
células U-87 a partir de monocamadas foi maior no substrato formado por Col IV, seguido
pela FN (175% e 125% respectivamente em relagdo ao controle), ja na migragdo a partir de
agregados celulares, a FN foi capaz de estimular maior migragdo seguido pelo Col IV ¢ LN
(19,5x; 15,5x e 7,5x respectivamente maior em relagdo ao controle). Na migracao a partir de
monocamadas as células apresentam, relativamente, pouco contato com as células vizinhas,
mas um grande contato com o substrato. Para o processo de migragdo a partir de agregados ¢

necessario que a célula libere-se da organizacao tridimensional do agregado. Os agregados de
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células tumorais apresentam uma matriz extracelular propria, bem como fortes interacdes
entre as células como, por exemplo, via juncdes GAP. Para migrar sobre uma matriz fixada
numa superficie plana € necessario que a cé€lula libere-se das ligagdes com a MEC do
agregado, libere-se das interagdes célula-célula, ligue-se a matriz do teste e migre sobre esta
(KACZAREK et al. 1999). Tem sido demonstrado que a reducdo das jungdes GAP favorece a
migracdo de células originarias de agregados celulares (MCDONOUGH et al. 1999).

Com o aumento da anaplasia em tumores gliais ocorre uma progressiva reducido na
expressdo de GFAP e aumento na expressdo de vimentina (DEARMOND et al., 1980; DUFFY et
al., 1982; RuUTKA et al., 1999). Com base nestas informagdes e nos resultados obtidos neste
trabalho poderia ser feita uma relagdo entre desdiferenciacdo celular, marcada pelo aumento
de vimentina e redu¢do de GFAP, e aumento de agressividade (proliferacdo, migracao,
adesdo), todavia vale a pena lembrar que existem situagdes, como por exemplo, na gliose
reativa, em que células de origem glial apresentam aumento na expressio de GFAP,
acompanhado de aumento na proliferacdo e migracdo celular. Os FIs gliais ndo devem ser
considerados como simples marcadores de diferenciagdo celular, eles poderiam, num sentido
mais amplo, ser considerados como um fator determinante para a modulacdo do
comportamento celular que atuam juntamente com outros elementos.

Com base nos dados discutidos acima ¢é possivel estabelecer relagdes entre MEC,
filamentos intermediarios ¢ comportamento celular. Como num ecossistema, onde todos os
elementos sdo capazes de interagir entre si e alterarem uns aos outros. A triade formada por
FI, MEC e comportamento celular formaria um tridngulo onde cada elemento apresenta

influéncias sobre os outros.
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7 - CONCLUSOES

e As células U-87 apresentam diferentes potencialidades de adesdo a fibronectina,
laminina e ao colageno IV, acompanhadas de uma estruturacio morfoldgica
caracteristica;

e As matrizes formadas por fibronectina e coldgeno IV foram capazes de estimular um
aumento na expressao de vimentina e redugdo na expressao de GFAP;

e A fibronectina e o colageno IV apresentaram efeitos positivos sobre a proliferagdo e
migracdo das células U-87;

e O fenotipo caracterizado pela alta expressdo de vimentina e baixa expressdao de GFAP
parece estar relacionado com as elevadas taxas de proliferagdo e migragdo das células

U-87;
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