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RESUMO

Glioblastomas (GBs) sdo os tumores primarios mais agressivos do SNC,
possuem uma alta taxa proliferativa, sdo citologicamente malignos e mitoticamente
ativos. Apesar da combinacdo de diferentes tratamentos como a radio e
quimioterapia, a sobrevida média do paciente é desanimadora: em torno de 15 meses.
A hipdxia é frequentemente associada a um progndstico ruim, pois a baixa
concentracdo de O, altera a expressdo de genes associados com metabolismo,
sobrevivéncia, migracdo e angiogénese, contribuindo para uma maior agressividade
tumoral. O microambiente hipoxico é caracterizado por morte celular, pela presenca
de moléculas que estimulam a progressao tumoral e que selecionam as células com
fendtipo mais agressivo. Séo as chamadas células tronco tumorais (CTT). O fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) € um dos fatores associados a angiogénese e
utilizado como marcador de hipoxia, além disso, foi demonstrado que HIF induz o
fendtipo indiferenciado de CTT. Assim, o objetivo do estudo foi avaliar o efeito da
privacdo de oxigénio em linhagem de glioma de rato (C6), com o intuito de
mimetizar o microambiente tumoral in vitro. Para tanto, as células foram expostas a
PO por 15min, 1h e 3h em meio livre de soro e em meio suplementado com 5% de
soro fetal bovino (SFB). Foi avaliada a morte celular, analise de mudancas
morfolégicas induzidas pela PO bem como a presenca de marcadores de hipoxia. A
morte celular por necrose/apoptose, o tamanho e granulosidade celular e 0 aumento
do ndmero de células marcadas de VEGF e do seu receptor (FLK-1/VEGFR-2)
foram avaliados através da técnica de citometria de fluxo. Alteracbes morfoldgicas
foram observadas atraves de fotomicrografias. Mudangas na morfologia foram
observados ap6s a PO e foram proeminentes no grupo sem soro. Entretanto, a
marcacgdo de VEGF e de VEGFR ndo foi alterada com a PO. Nosso protocolo de PO
in vitro foi capaz de induzir a apoptose e mudancas morfolégicas em células de
glioma de rato C6, recriando algumas das caracteristicas presentes no microambiente
hipdxico. As CTT s&o responsaveis pela auto-renovacao ap0s a resseccao cirurgica, e
pela quimio e radiorresistencia de GBs, dessa forma, é fundamental a selecdo desses
tipos de células no screening de drogas mais efetivas, que atuem contra essa

populacdo mais resistente.
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I. INTRODUCAO

1. Gliomas

Gliomas sdo os tumores primarios mais comuns, representando 32% dos
tumores do Sistema Nervoso Central (SNC) e 80% dos tumores malignos (Figura 1)
(Agnihotri et al., 2013). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) de
2007, os gliomas séo classificados em relacdo a histopatologia em astrocitomas,
oligodendrogliomas, oligoastrocitomas ou ependimonas; em relacdo ao grau de
malignidade de | a IV, sendo tumores de grau IV os mais malignos, caracterizados
por células indiferenciadas e por rapido crescimento celular. Podem ser classificados
também quanto a localizacdo do tumor no cérebro (Louis et al., 2007; Huse, Holland
e Deangelis, 2013).

A Lymg;:’oma

Nerve Sheath
8%

Craniopharyngio
1%

Ependymomas
2%

Oligodendrogliomas
2%

Embryonal, including
Medulloblastoma
1%

B Ependymoma
6%

Oligodendroglioma
7%

Pilocytic
Astrocytoma
5%

Protoplasmic &
Fibrillary
Astrocytoma
1%

Anaplastic
Astrocytoma

7%

Figura 1: Distribuigdo de tumores primarios no SNC (A) e Distribuicdo de gliomas nos Estados
Unidos entre 2004 e 2008 (B). (Agnihotri et al., 2013)
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1.2. Glioblastoma (GB)

Glioblastoma (GB), antigamente denominado Glioblastoma Multiforme,
corresponde ao tumor mais agressivo do SNC (Agnihotri et al., 2013). A leséo é
caracterizada como astrocitomas de grau IV e representa aproximadamente 54% dos
tumores astrociticos e 16% dos tumores primarios cerebrais (Figura 1) (Denysenko et
al., 2010; Persano et al., 2011; Agnihotri et al., 2013; Ostrom et al., 2013). A idade
média dos pacientes diagnosticados com a doenca é de 64 anos, sendo a doenca mais
comum em homens do que em mulheres (razdo homem:mulher de 1.58:1) e duas
vezes mais frequentes em Caucasianos em relacdo a Afro-Americanos (Agnihotri et
al., 2013; Ostrom et al., 2013).

GBs sao altamente infiltrativos e difusos, caracterizados por elevada
celularidade, uma variedade de atipias nucelares, intensa atividade mitotica e regides
necroticas em hipdxia contrastando com éareas de angiogénese (Huse, Holland e
Deangelis, 2013).

1.2.1. Tratamento

Atualmente, a terapia mais eficaz consiste inicialmente na remocéo cirurgica
do tumor, seguido com o tratamento de radio e quimioterapia (Thirant et al., 2012;
Li P Fau - Zhou et al., 2013). No entanto, apesar da combinacdo de diferentes
tratamentos, a média de sobrevivéncia para pacientes com GB é em torno de 15
meses, com invasdo e reincidéncia do tumor dentro de 7 meses apds o inicio da
radioterapia (Stupp et al., 2005; Sengupta et al., 2012).

A massa tumoral muitas vezes pode invadir areas cerebrais funcionais,
impossibilitando a resseccao cirurgica sem que sejam afetadas as atividades motoras
e/ou 0s processos cognitivos, comprometendo de forma inequivoca a qualidade de
vida do paciente (Sanai e Berger, 2008). Outro problema relacionado a ressec¢édo
cirurgica é que GBs sdo tumores altamente infiltrativos e multifocais, dessa forma,
nem todos as células tumorais séo removidas, e as células restantes séo responsaveis
pela recorréncia do tumor.

Além disso, a resisténcia a quimioterapicos dificulta o tratamento pos-

operatorio. GBs sdo caracterizados por apresentarem uma variedade de
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anormalidades genéticas, esta heterogeneidade constitui um desafio terapéutico,
porque as células que carregam anormalidades diferentes podem responder de forma
diferente a terapia. A desregulacdo de enzimas celulares e de proteinas
transportadoras de membranas, aberracbes genOmicas e alteracbes na
susceptibilidade a apoptose sdo responsaveis pela alta incidéncia de quimio-
resisténcia pelas células tumorais (Bredel et al., 2011; Yu et al., 2012).

Desse modo, a resisténcia as atuais formas de tratamento, aliada a uma
elevada taxa de proliferacdo favorece a rapida progressdo da doenca, mesmo apos a

resseccdo cirurgica (Jackson et al., 2001).

1.2.2. Etiologia

A supressdo espontanea da apoptose e desregulacdo da divisdo celular
constituem nas propriedades mais criticas que uma célula somatica adquire no
decurso da sua transformacdo em neoplasica. Alteracfes genéticas sdo frequentes nos
GBs, incluindo mutacdes de perda de funcdo ou silenciamento das proteinas p53,
pl6, Rb e PTEN e mutacGes de ganho de funcbes como a amplificacdo do gene
EGFR (Rasheed et al., 1999; Holland, 2000; Mabher et al., 2001; Wechsler-Reya e
Scott, 2001; Ghosh et al., 2005). Isso resulta em uma desregulacdo de vias de
sinalizacdo intracelulares que acabam levando a um aumento da proliferacéo,
sobrevivéncia, invasdo e angiogénese tecidual.

A hipotese classica para a formacédo tumoral € baseada no modelo estocastico
(Figura 2a), que prediz que todas as células no tumor possuem potenciais
tumorigénicos semelhantes e que qualquer célula teria a capacidade de agir como
uma célula iniciadora de tumor (Hanahan e Weinberg, 2000; Persano et al., 2013).
Esse modelo considera a massa tumoral como células hiperproliferativas, que,
durante a progressdo adquiriram mutagdes, enquanto pressdes do microambiente
selecionam as células tumorais com diferentes fendtipos, agressividade e potencial
tumorigénico (Hanahan e Weinberg, 2000; Persano et al., 2013).

Uma hipotese alternativa, sustentada por evidéncias crescentes, suporta a
ideia que tumores malignos sdo iniciados e mantidos por uma populacdo de células
tumorais que compartilnam propriedades biologicas similares com ceélulas tronco

normais, sendo chamadas de células tronco tumorais (CTT) (Persano et al., 2013). O
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suposto modelo hierarquico da progressdo tumoral (Figura 2b) sugere que somente a
pequena parcela de CTT tem a capacidade de auto-renovacéo e de diferenciacdo nos
diferentes subtipos que compdem a massa tumoral (Visvader e Lindeman, 2008;
Persano et al., 2013). Essa hipotese postula que a populacdo de CTT é capaz de dar
origem a toda massa tumoral quando transplantada, e que as células progenitores
perdem essa capacidade (Huntly e Gilliland, 2005; Keith e Simon, 2007). Entretanto,
evidéncias sugerem que células tumorais progenitoras e diferenciadas podem, em
algumas circunstancias, recuperar caracteristicas de células tronco (Krivtsov et al.,
2006; Morrison e Kimble, 2006; Keith e Simon, 2007).

A) Hipotese Estocastica B) Hipétese Hierarquica
Célula Tronco Tumoral (CTT)
Células Cancerosas ol
SN Células Tumorais Progenitoras &
2 CP ®) > .

Células Tumorais Diferenciadas

Figura 2: Modelos estocastico e hierarquico da progressdo tumoral. Modelo Estocéstico (A):
todas as células cancerosas possuem habilidades proliferativas semelhantes. Mutagdes genéticas e
sinais do microambiente aplicam pressGes evolutivas capazes de selecionar entre células tronco com
diferentes fenotipos, agressividade e potencial tumorigénico. Modelo Hierarquico (B): nesse caso, 0
tumor é composto de uma hierarquia de células gradualmente diferindo das CTT. Somente as CTT sdo
capazes de autorenovacdo e de diferenciacdo em células progenitoras. As células progenitoras se
proliferam mais rapidamente e podem dar origem a células tumorais diferenciadas. No entanto
somente as CTT podem reiniciar a massa tumoral completa quando o tumor é transplantado. Adaptado
de (Persano et al., 2013).

1.2.2.1. Caracterizacédo de Células Tronco Tumorais (CTT)

A presenca de CTT foi primeiramente reportada em tumores humanos por
Ignatova et al., que isolaram precursores clonogénicos de amostras de pacientes com
GB e meduloblastoma (Ignatova et al., 2002; Persano et al., 2013). Em seguida, as
CTT foram validadas in vivo pelo seu potencial tumorigénico em camundongos
imunodeficientes (Singh et al., 2004; Persano et al., 2013). As CTT originadas de
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GBs expressavam tanto marcadores neuronais e astrogliais de diferenciacdo quanto
de marcadores de células imaturas, como CD133 (também conhecida como
prominina-1), Nestina e SOX2 (Ignatova et al., 2002; Hemmati et al., 2003; Singh et
al., 2004; Persano et al., 2013).

Uma das caracteristicas compartilhada com células tronco normais e utilizada
para o isolamento de CTT de um pool de células cancerosas é a formacdo de
estruturas esferdides em meio sem soro suplementado com fatores de crescimento
determinados de acordo com o tipo celular. As esferdides séo col6nias de células que
se desenvolvem em suspensdo, e sdo resultado da perda da adesdo das células com a
superficie da placa.

Muitos trabalhos relatam a formacgdo de esferdides em culturas primarias
obtidas de amostras de paciente. Li P. Zou descreveu a morfologia de células
CD133+ (CTT) quando aderidas na placa, sendo essas células caracterizadas pela
perda de processos celulares e pela formacéo de coldnias.

O tamanho das CTT parece estar relacionado com o tipo celular. Analises de
morfologia revelaram um aumento em CTT em meduloblastoma (Srivastava e
Nalbantoglu, 2008) e reducdo do tamanho celular em melanoma, glioma e céncer
hepatico (Kondo, Setoguchi e Taga, 2004; Grichnik et al., 2006) em relagdo a celulas
CD133.

CTT com as caracteristicas descritas acima sdo encontradas em tumores
solidos, incluindo GBs, em que trabalhos demonstram a existéncia de um pool maior
de CTT em regides tumorais onde ha hipdxia, possivelmente resultante de uma
sinalizacdo que favorece a manutencdo de um fenétipo mais indiferenciado e que
induz a desdiferenciacdo de células tumorais maduras (Soeda et al., 2009; Persano et
al., 2011; Li P Fau - Zhou et al., 2013).

2. Hipoxia

As condi¢des de normoxia para células humanas embrionérias ou adultas é
em média 8% de Oxigénio molecular (O;), geralmente variando entre 2,5 a 12% em
tecidos cerebrais (Simon e Keith, 2008), substancialmente abaixo dos 20,8% de O,

da atmosfera (Persano et al., 2011).
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Embora GBs sejam altamente vascularizados, eles também apresentam
extensas areas de necrose e hipoxia devido ao rapido crescimento das células
tumorais em relacdo a vasculatura (Persano et al., 2011; Hardee e Zagzag, 2012).
Esse fendbmeno é comum em tumores solidos, onde a concentracdo de O, na massa
tumoral varia de 2,5 a 5,3%, e pode chegar até abaixo de 0,1% em regides necroticas,
caracterizando um microambiente hipoxico (Ljungkvist et al., 2007; Simon e Keith,
2008; Persano et al., 2011).

Acredita-se que, em condigdes fisioldgicas, nichos hipdxicos parecem ser
importantes na regulagdo do desenvolvimento embrionario, em que gradientes de O,
sdo formados por uma difusdo limitada de O, em tecidos com rapido crescimento
(Lane et al., 2001; Keith e Simon, 2007). J& na vida adulta, baixas concentracdes de
O,, parecem atuar na manutencédo de células indiferenciadas, como na medula dssea,
em que a concentragdo de O, varia de 1 a 2% (Cipolleschi, Dello Sharba e Olivotto,
1993; Keith e Simon, 2007).

2.1. Hipoxia e Morte Celular

Em células normais, a privacdo de O inibe a fosforilacdo oxidativa, e dessa
forma a sintese de adenosina trifosfato (ATP) € reduzida (Saikumar et al., 1998). A
falta de energia resultante inativa a bomba sodio/potassio (Na'/K* ATPase), essencial
para a manutencdo do volume celular, e o alto contetido de Na™ intracelular promove
a entrada de agua na célula, levando ao inchaco celular e a morte necrética com
liberacdo do conteddo intracelular (Saikumar et al., 1998).

Ja células cancerosas sdo mais predispostas a morte por apoptose em regides
de hipdxia (Hockel e Vaupel, 2001), uma vez que o metabolismo de células tumorais
depende fortemente da glicolise para a geracdo de ATP (Warburg, 1956), a inibicdo
da fosforilacdo oxidativa tem pouco efeito sobre a sintese de ATP. O inicio da
apoptose € caracterizado pela diminuicdo da célula, com progressiva condensagéo e
fragmentacdo do nucleo, a célula se descola da matriz extracelular e inicia-se o
processo de formacdo de corpos apoptoticos contendo organelas e fragmentos de
DNA (Silva, 2010). Os corpos apoptéticos formados sdo entdo fagocitados e
degradados pelas células vizinhas. Entretanto, quando a morte celular por apoptose

atinge muitas células, a capacidade de fagocitose do tecido ndo é suficiente para
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comportar 0 nimero de células apoptéticas, e ocorre a apoptose tardia (necrose
secundaria) (Silva, 2010). A apoptose tardia é caracterizada pelo inchagco do
citoplasma, ruptura da membrana plasmatica e liberacdo dos componentes
intracelulares (Silva, 2010). Dessa forma, a necrose secundaria € em parte
responsavel pelas areas de necrose em tumores.

Os fatores induziveis de hipoxia (HIFs) ativam a via apoptética por meio da
p53 em ceélulas normais e também em tumorais, no entanto, € comum GBs
apresentarem mutacgdes de perda de fungdo da p53 e muitas vezes, em tumores, a
apoptose induzida pela caréncia de O, é mediada de outras formas, sendo uma delas
através da abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial em uma via
independente da p53 (Jakubovicz, Grinstein e Klip, 1987; Lemasters et al., 1997;
Lemasters et al., 1999).

2.1. Sinalizacéo de HIF

HIF é um fator de transcricdo formado por uma subunidade HIF-o e por uma
subunidade HIF-B, também conhecida como translocador nuclear do receptor aril
hidrocarboneto (ARNT) (Wang, Jiang e Semenza, 1995; Bruick, 2003).

HIF-a ¢ sintetizado constantemente, porém, em normoxia, € rapidamente
degradado (Keith e Simon, 2007). A degradacdo de HIF-a ¢ desencadeada pela
hidroxilagdo de residuos de prolina por prolil hidroxilases, cuja atividade é regulada
pela concentracdo de O, (Epstein et al., 2001; Bruick, 2003; Keith e Simon, 2007).
Apos a hidroxilagdo, HIF-a se liga a proteina supressora de tumor Von Hippel-
Lindau (pVHL) (Keith e Simon, 2007), que direciona HIF-o para o proteassomo
26S, onde é degradado (Keith e Simon, 2007) (Figura 3a).

A medida que os niveis de O, caem abaixo da faixa fisioldgica, inicia-se o
processo de estabilizagdo de HIF-a. Uma vez estabilizado, HIF-a € transportado para
0 nucleo, onde se liga a HIF-p (Wang, Jiang e Semenza, 1995; Bruick, 2003). O
complexo formado se liga a elementos responsivos a hipdxia (HRES) dentro do
promotor de genes alvo, ativando a transcrigdo génica (Bruick, 2003) (Figura 3b).
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Figura 3: Esquema representativo da Via de Sinalizagdo de HIF. Sinalizacdo de HIF frente a
Norméxia (A): A subunidade HIF-a é rapidamente hidroxilada por prolinas hidroxilases, e em seguida
se liga ao pVHL. A ligacéo permite o reconhecimento do complexo por uma ubiquitina ligase, que
encaminha HIF-a para degradagdo em proteossomos. Sinalizagdo de HIF em resposta & Hipoxia (B):
HIF-a ¢ estabilizado e translocado para o nucleo, onde se liga a subunidade HIF-B. O complexo se

liga a HRES e inicia o processo de transcri¢cdo génica. Adaptado de (Carroll e Ashcroft, 2005).

2.1.1. Sinalizacédo do Fator de Crescimento Endotelial VVascular (VEGF)

A sintese do Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) ¢é fortemente
estimulada pela hipoxia, sendo VEGF um dos principais alvos de HIF (Figura 4). O
aumento de VEGF também é provocado através da estabilizagdo do RNA
mensageiro (MRNA) mediado pela proteina HUR (Levy et al., 1998) , e através de

um sitio interno de entrada do ribossomo (IRES) que garante a traducdo de VEGF
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mesmo em condicBes adversas (hipoxia) (Stein et al., 1998). Além disso, VEGF ¢
regulado através de modificagdes poOs-transcricional por meio da pVHL, que
encaminha o MRNA de VEGF para degradacdo (Gnarra et al., 1996).

i ANGIOGENESE
o :ﬁ .'. T,

e / Reorganizagdo
Proliferagdo celular Sobrevivéncia do citeesqueleto

Vasopermeabilidade NOs I Migragao celular
&

Expressdo génica

Proliferagao celular
&

& A

Paxillin

'Via MAPK

Figura 4: Esquema representativo da via de Sinalizagdo de VEGF. O aumento de VEGF
é regulado no nivel transcricional (HIF), pos-transcricional (HuR e pVHL) e traducional (IRES) e sua
expressdo aumenta com a Hipdxia. Em células endoteliais, VEGF se liga ao receptor extracelular e
promove a proliferacdo, migracéo e invaséo de células endoteliais para a formagdo de novos vasos.
Imagem adaptada de biocarta.

O VEGF promove o aumento da proliferagdo, migracdo e invasdo de células
endoteliais para a formacéo de novos vasos (Kaur et al., 2005). Embora a secrecéo de
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VEGF e de outros fatores pro-angiogénicos em GBs leve a uma forte resposta
angiogeénica, a vasculatura tumoral resultante é anormal, exibindo vazamentos devido
a uma elevada permeabilidade vascular, espessamentos focais de paredes vasculares
e formacdo de glomeruldides originados de proliferacdo microvascular excessiva
(Brat e Van Meir, 2001; Kaur et al., 2005). A vasculatura tumoral também exibe
ramificagcBes aberrantes, "shunts™ arteriovenosos, fluxo sanguineo reduzido e pouca
estabilidade estrutural. Consequentemente, eventos tromboticos resultantes de fluxo
sanguineo limitado e da obstrucdo dos vasos pela expanséo tumoral contribuem ainda
mais para a criacdo de regides hipoxicas (Kaur et al., 2005).

VEGF néo s é associado com o aumento da massa e da progressao tumoral
através da atuacdo em células endoteliais, mas também através de uma via de
sinalizacdo autécrina. Foi demonstrado que VEGF em tumores é responsavel pela
manutencdo de um fenotipo caracteristico de CTT (Hamerlik et al., 2012), pela
proliferacdo celular (Knizetova et al., 2008), pela invasdo de células tumorais
(Bachelder, Wendt e Mercurio, 2002) e por aumento de resisténcia contra

radioterapia (Knizetova et al., 2008).

2.2. Contribuicdo da Hipoxia para a Progressdao Tumoral

Frequentemente a hipdxia em tumores esta associada a um progndstico ruim
através do aumento da resisténcia e da agressividade do cancer.

Devido ao rapido crescimento tumoral, a difusdo de O, diminui a medida que
a distancia dos capilares aumenta, criando um gradiente decrescente de O,, que é
acompanhado por aumento nos niveis de HIF-a e uma diminuicdo no pH
extracelular.

Além de VEGF, outros fatores pro-angiogénicos contribuem para a
progressao tumoral. A estabilizacdo de HIF-a em gliomas estimula a expressdo de
adrenomedulina-1 (ADM-1) (Kitamuro et al., 2000; Kaur et al., 2005), e em outros
tumores a expressao de endotelina-1 (ET-1) (Hu et al., 1998) e do inibidor do
ativador de plasminogénio tipo 1 (PAI-1) (Kietzmann et al., 2003).

Nichos hipdxicos em tumores também promovem alteracées no metabolismo

glicolitico. Uma vez que a oxidacdo fosforilativa é reduzida pela caréncia de O,
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HIF-a promove a expressdo de enzimas que favorecem a via glicolitica, como o
transportador de glicose do tipo 1 (GLUT-1) e a aldolase A (ALDA), além de inibir o
metabolismo mitocondrial através da enzima piruvato desidrogenase quinase 1
(PDK1) (Xu et al., 2005). A PDK1 fosforila e inativa o complexo piruvato
desidrogenase mitocondrial (PDH), que inibe a converséo de piruvato a acetil-CoA,
atenuando a funcéo e a respiragdo mitocondrial (Kim e Dang, 2006).

Evidéncias sugerem que nas regides tumorais onde ha hipoxia, ocorre a
desdiferenciacdo de células tumorais maduras para CTT (Soeda et al., 2009; Persano
et al., 2011; Li P Fau - Zhou et al., 2013). A atividade de HIF-0. em células tumorais
pode estimular a expressdo ou atividade de produtos génicos incluindo Notch, Oct4,
c-Myc e SOX2 (Kehler et al., 2004; Wilson e Radtke, 2006; Gordan et al., 2007; Li
P Fau - Zhou et al., 2013), que podem promover um estado semelhante a células
tronco, incluindo a capacidade de autorenovacéo e diferenciacédo celular.

Nichos hipoxicos também parecem estar relacionados com a estimulacdo de
propriedades migratdrias de células cancerosas. Foi demonstrado que HIF-a tem a
capacidade de estimular a expressdo de metaloproteinases de matriz (MMP) e assim
como VEGF, tem a capacidade de promover receptores associados com a migragéo
celular como CXCR4 (Cronin, Wang e Redmond, 2010; Coma, Shimizu e
Klagsbrun, 2011; Persano et al., 2011). As MMP sdo responsaveis pela digestdo da
matriz extracelular, e assim, facilitam a migracao celular, a formagéo de novos vasos
e, consequentemente, a expansdo tumoral (Kaur et al., 2005).

Além de serem supostamente as principais responsaveis pela reincidéncia da
doenca ap0s a cirurgia de remocdo do tumor, as CTT também sdo relacionadas com
maior resisténcia a quimioterapicos. Algumas CTT expressam transportadores ABC
(ATP-binding cassette) na superficie celular, um traco compartilhado com células
tronco hematopoiéticas (Comerford et al., 2002; Keith e Simon, 2007). Esses
transportadores sdo responsaveis pela multi-resisténcia a drogas (MDR) observada
em diversas linhagens celulares, através do bombeamento de quimioterapicos para o
exterior da célula.

Outro fator associado a hipoxia que contribui para um prognostico ruim para
pacientes com GB é a insensibilidade a radioterapia. A presenca de O, aumenta a
lesdo ao DNA através da formagdo de ROS, dessa forma, a dose necessaria de

radiacdo para atingir o mesmo efeito biologico seria trés vezes maior na auséncia de
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O, do que em normoxia (Spence et al., 2008; Persano et al., 2011). Evidencias
também indicam que o VEGF contribui para a radiorresisténcia (Knizetova et al.,
2008), e que mudancas no proteoma e no genoma induzidas pela hipdxia tem um
impacto significativo na resisténcia a radioterapia, através do aumento de proteinas
de choque térmico ou pelo aumento do nimero de células com potencial apoptético
reduzido, ambas situacdes correlacionadas com radiorresisténcia (Spence et al.,
2008; Persano et al., 2011).

Modelos in vitro baseados em linhagens celulares envolvem a incubacéo das
culturas em diferentes tempos em camaras de hipdxia (Ghafar et al., 2003; Li P Fau -
Zhou et al., 2013). Esses estudos demonstram um perfil similar ao in vivo,
caracterizado pela expressdo de marcadores de hipoxia HIF-a e VEGF, por células
identificadas com marcadores de células imaturas, pela reducdo de células com
marcadores de células diferenciadas (Li P Fau - Zhou et al., 2013) e pela resisténcia a
quimioterapia (Ghafar et al., 2003).

Uma vez que a concentracdo limitada de O, parece ser importante na
progressdo tumoral e na resisténcia aos tratamentos atuais, a criacdo de estratégias
antitumorais mais eficientes contra GB requer o estudo da doenga leve em

consideracdo a caréncia de O,.
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1. OBJETIVOS

11.1. Objetivo Geral

Mimetizar o microambiente tumoral in vitro, caracterizado pela privacdo de

oxigénio (PO), em células de glioma de rato (C6) .

11.2. Objetivos Especificos

I1.1.1. Estabelecer uma curva de tempo de privacdo de oxigénio in vitro.

I1.1.2. Avaliar as mudancas morfoldgicas induzidas pela PO

I111.3 Avaliar morte celular induzida pela PO

I1.1.4. Avaliar marcadores de hipdxia.
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Abstract

Glioblastomas (GBs) are the most frequent and malignant tumors of the
Central Nervous System. VEGF expression is induced by hypoxia and, in tumor
cells, this growth factor was shown to induce cell proliferation, to stimulate cell
invasion, to increase resistance against radiotherapy and to maintain cells in an
undifferentiated state of supposed cancer stem cells. The aim of this study was to
validate a protocol that mimics the hypoxic microenvironment in Vvitro,
characterizing the cell death and analyzing the possible morphological changes
induced by oxygen deprivation in rat C6 glioma cells. Cells were exposed to oxygen
deprivation (OD) in 5% fetal bovine serum (FBS) medium or serum free medium for
15min, 1h and 3h. Cell death and morphology were evaluated by microscopy. Flow
cytometry was used to evaluate size and granularity of cells, cell death, and number
of cells expressing VEGF and its receptor FLK-1/VEGFR-2. For cells in 5% FBS
medium, apoptosis increased at all times of OD. Cells exposed to serum free media
showed increased apoptosis at 1h and 3h OD. Changes in morphology were observed
after OD and were more prominent in the serum free medium group. Expression of
both VEGF and its receptor (FLK-1/VEGFR-2) remained unchanged with OD
exposure. Our protocol of in vitro oxygen deprivation induced apoptosis and
morphological changes in C6 glioma cells, recreating some of the characteristics
present in the hypoxic microenvironment. The cancer stem cells are proposed to be
responsible for the tumor self-renewal after surgical resection, and for the chemo-
and radio-resistance of glioblastomas. Thus, a protocol that enables the selection of
these types of cells is crucial in the screening of drugs, in order to create more

effective treatments against this resistant population of cancer.

Keywords: cancer, glioma, hypoxia, in vitro
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1. Introduction

Glioblastomas (GBs) are the most frequent and malignant tumors of the
Central Nervous System [1,2] and currently the most efficient strategy for the disease
treatment consists in surgical removal of the tumor, followed by concomitant
radiotherapy and chemotherapy [3,4]. However, despite combination of different
treatments, the average survival for GB patients is 15 months, with tumor recurrence
and invasion within 7 months after the beginning of radiotherapy [5,6]. GBs show a
variety of genetic abnormalities, and this heterogeneity constitutes a therapeutic
challenge, since the cancer cells can respond differently to treatment. Mutations in
cellular enzymes and membrane transporters, genomic aberrations and alterations in
susceptibility to apoptosis are responsible for the high incidence of chemoresistance
in tumoral cells [7,8].

GBs have an elevated proliferation rate, and although they are highly
vascularized, they have extensive areas of necrosis and hypoxia due to rapid cell
growth in relation to vascularization [2,9]. Frequently, hypoxic tumors are associated
with a poor prognosis due to increased resistance and aggressiveness of cancer cells
[10].

Hypoxic niches favor tumor progression through cellular responses to low
concentrations of O, that are regulated by transcription factors called hypoxia
inducible factors (HIF). Stabilization of the HIF-o subunit alters the expression of
genes related to cell survival, metabolism, angiogenesis, migration and invasion [10-
12].

Vascular endothelial growth factor (VEGF), one of the main targets of HIF-a,
is frequently used as a marker of hypoxia and promotes proliferation, migration and
invasion of endothelial cells for the formation of new blood vessels [13]. In tumor
cells, VEGF was shown to induce cell proliferation [14], to stimulate cell invasion
[15], to increase resistance against radiotherapy [14] and to maintain tumor cells in
an undifferentiated state of supposed cancer stem cells (CSC) [16]. The presence of
CSCs was first reported in human tumors by Ignatova et al.[17] who isolated
clonogenic precursors of samples from patients with GB and Meduloblastoma [18].

CSCs have the ability to originate the tumor mass when transplanted, and not only
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are they related to an increase in chemotherapy resistance, but they also initiate
tumor invasion and stimulate migration of differentiated cancer cells [19,20].

Therefore, the aim of this study is to validate a protocol that mimics the hypoxic
microenvironment in vitro, characterizing the cell death, analyzing the possible
morphological changes and hypoxic cell markers induced by oxygen deprivation in

rat C6 glioma cells.

2. Materials and Methods

2.1. Chemicals and Materials

Cell culture media and fetal bovine serum (FBS) were obtained from Gibco-
Invitrogen (Grand Island, NY, USA). Propidium iodide (PI) was obtained from
Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA). All other reagents were purchased from
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) or Merck (Darmstadt, Germany). All

other chemicals and solvents used were of analytical or pharmaceutical grade.

2.2. Cell Culture

C6 rat glioma cell line was obtained from American Type Culture Collection
(Rockville, Maryland, Md., USA). Cells were grown and maintained in Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco-Invitrogen, Grand Island, NY, USA)
supplemented with 5% (v/v) fetal bovine serum (FBS; Gibco-Invitrogen, Grand
Island, NY, USA), containing 2.5 mg/mL of Fungizone® and 100 U/L of
gentamicine (Shering do Brasil, S&o Paulo, SP, Brazil). Cells were incubated at a
temperature of 37°C, a minimum relative humidity of a 5% CO, atmosphere.
Experiments throughout this study were conducted either in serum-free DMEM or

serum supplemented DMEM.
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2.3. Experimental Groups

Experiments were carried out in two groups: the first group was composed of
cells that received conventional media supplemented with 5% FBS, the second group
consisted of cells that received serum free media during incubation in normoxia or in
oxygen deprivation. Each group was further divided in four subgroups: Control ,
15min OD, 1h OD and 3h OD.

2.4 Oxygen Deprivation (OD)

Oxygen Deprivation (OD) was achieved according to the method described
by Strasser and Fischer [21] with some modifications [22]. OD was based on the
substitution of O, with N,. C6 glioma cells were seeded at 4.5 x 10° cells per well in
DMEM/ 5% FBS in six well plates and grown for 72 hours until they reached a
confluence of 60%. Following 72h, the group that received serum during OD had its
medium replaced by DMEM with 5% FBS previously bubbled with N, for 30 min;
the group that didn’t receive serum had its medium replaced by serum-free DMEM,
also previously bubbled with N, for 30 min. Then, plates were immediately
transferred to a hermetic chamber at 37°C in a N2-enriched atmosphere for 15min, 1h
or 3h. Meanwhile, control slices were maintained in an incubator with 5% CO,

atmosphere at 37°C.

2.5. Cell Death and Morphology Analysis by Microscopy

To identify cellular death and to analyze cell morphology, 5 UM propidium
iodide (PI) was added to the cultures for 15 min after the OD. PI fluorescence was
excited at 515-560 nm using an inverted microscope (Nikon Eclipse TE300) fitted
with a standard rhodamine filter. Images were captured using a digital camera
connected to the microscope and analyzed using ImageJ software (v.1.6.0).

Cellular death was also analysed by DAPI staining. After the times of OD,
cell media was removed and plates were washed three times with ice-cold Phosphate

Buffered Saline (PBS). Then, cells were permeabilized and fixed with 2mL ethanol
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and acetic acid 3:1 for 60 min, and DAPI (5x10-3 mg/mL) was added to the wells.
After 1h, DAPI fluorescence was detected using an inverted microscope with a
standard UV/Blue Cyan filter set.

2.6. Flow Cytometry Analysis

Flow Cytometry was used to evaluate size and granularity of cells, cell death,
and number of cells expressing VEGF and its receptor FLK-1/VEGFR-2. After
oxygen deprivation, culture medium and cells were harvested from cell culture plates
by treatment with trypsin. Cells were then evaluated for size and granularity, stained
with dyes or incubated with the proper antibodies for flow cytometry analysis using a
FACSCalibur (Becton Dickinson). Analysis was performed by the FCS Express 4

software (De Novo Software™). Each analysis included at least 10,000 events.

2.6.1. Cell Death Analysis

Apoptotic and necrotic cell death were analyzed by flow cytometry by double
staining with fluoresceinisothiocyanate (FITC)-conjugated annexin V and Pl for
20min in which annexin V binds to exposed phosphatidylserine in apoptotic cells
(Annexin+/Pi-), while PI stains necrotic cells (Annexin-/Pi+) with membrane
damage. Positive Cells for both Annexin V and PI were classified as late apoptosis
(Annexin+/Pi+), while cells negative for both stains were considered viable cells
(Annexin-/Pi-). Staining was performed according to the manufactures instructions
(BD Pharmingen, San Diego, CA).

2.6.2. Detection of VEGF and VEGFR

After fixation with 4% paraformaldehyde (4% PBS/PFA) for 20 min, cells
were permeabilized with Triton X-100 (0.1%) and incubated with the primary
antibody mouse anti-VEGF (1:100, Santa Cruz) or mouse anti-FLK1 (1:100, Santa
Cruz) for 30min. Then the second antibody Alexa Fluor® 488 Anti-Mouse (1:100,
Invitrogen) was added to the test tubes and after 60 min of incubation cells were
analyzed by flow cytometry for presence of VEGF or FLK-1/VEGFR-2.



28

2.7. Statistical Analysis

Data are expressed as meanstSEM. All results are representative of at least 3
independent experiments. One-Way ANOVA was applied to the means. Post-hoc
comparisons were performed by Tukey’s test. Differences between mean values were

considered significant when p<0.05.

3. Results

3.1. OD treatment induces apoptotic cell death.

To characterize the type of cell death occurring in OD, cells were stained with
Annexin V and PI, and flow cytometry analysis was performed (Fig 1 and 2). For
cells in 5% FBS or in serum free group, apoptosis increased at 1h and 3h OD (Fig 1
and 2). Little PI staining was observed in cells exposed to OD and pyknotic nuclei

was detected in all OD groups by DAPI staining (Fig 3 and 4).

3.2. OD induces morphological changes in C6 cell line.

Immediately after OD, cells were observed with an inverted microscope for
morphological changes. The control group in 5% FBS displayed cells with a semi-
triangular body with long and thick cellular processes, and it was observed a few
cells without a clear cytoplasm and nucleus division (Fig. 5). At 15 min OD, 5% FBS
cells had less processes, they appeared more round (more undifferentiated) and there
was an increase in granularity. At 1h OD, 5% FBS the increase in granularity was
higher, and cells had few and shorter processes, a halo was formed around the cells
(indicating an incomplete detachment from the culture plate), and they had a clear
cytoplasm and nucleus division. At 3h OD, there was an increase in the number of
round cells and a few cells with a fibroblastic shape.

The control group in serum free medium displayed cells with reduced
cytoplasm and cells with longer and thinner processes (Fig. 5). At 15 min OD, cells
in serum free medium had a reduction in cell processes, had a more fibroblastic

morphology, showed an increase in granularity, and there were cells initiating a
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transformation from fibroblasts to a round shape (dedifferentiation process). At 1h,
there was an increase in the number of round cells, with high granularity and thinner
cellular processes. At 3h OD, cells remained with the same morphology as 1h OD,
except the cells were less granular.

Parameters of cell size and granularity were measured by flow cytometry and
plotted against markers of cell death. Cells were divided in three subpopulations
based on size: small (S), medium (M) and large (L). Most viable cells in 5% FBS
were medium sized, contrasting with dead cells, which were usually larger (Fig. 6).
Control 5% SFB population was characterized mostly by medium sized cells, with a
pool of larger cells. The size of viable cells remained unchanged with OD, except for
3h, in which the number of M viable cells significantly increased. For cells in serum
free medium, in the control subgroup nearly all viable and dead cells were classified
as medium sized (Fig. 7). After 3h OD, there was a decrease in S viable cells, with a
concomitant increase in M size viable cells. With 1h OD, there was also a decrease in
S and M viable cells and an increase in L size dead cells.

To evaluate distribution of granularity between viable and dead cells, cells
were divided in two subpopulations based on flow cytometry analysis: regular
granularity (G1) and increased granularity (G2). Most viable cells in 5% FBS fell in
the G1 range, contrasting with dead cells, which were usually more granular, and OD
did not alter the cell granularity in the flow cytometry analysis (Fig. 8). OD in serum
free group, on the other hand, caused an increase in granularity of viable and dead
cells at 15 min and 1h (Fig. 9).

Morphological changes occurred in both viable and dead cells. These changes
in morphology were observed after OD and were more prominent in the serum free
medium group. These results indicate a possible process of dedifferentiation in cells

exposed to OD.

3.3. OD effect on the expression of VEGF or VEGFR

Cells were analyzed for the expression of VEGF and its receptor VEGFR
using flow cytometry. Our results indicate there is no significant difference between
cells exposed to OD and control cells (Fig. 10 and 11). This suggests that OD did not
increase the number of cells expressing VEGF or FLK-1/VEGFR-2.
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4. Discussion

The hypoxic microenvironment is characterized by the presence of cell death
and by the induction of dedifferentiation of resistant cells [10-12]. Exposure of C6
glioma cells to OD caused apoptosis and induced morphological changes.

One of the key characteristics that differentiate apoptosis and necrosis is cell
size: apoptotic cells usually shrink in relation to normal cells, while necrotic cells
tend to dilate and burst. Our results however, indicate that most apoptotic cells are
actually larger in 1h OD. This difference in cell size could be explained by a
decrease in pH due to an elevated anaerobic glucose metabolism induced by low O,
which generates lactic acid. This low pH could also be responsible for activating
apoptotic signaling pathways observed in OD exposed cells [16]. Previous studies
suggest that proton pumps and pH regulation play a role in apoptosis signaling [28].
Increased activity of the Na+ transporters, could initially cause water to flow in,
resulting in cell swelling. In an attempt to maintain homeostasis, this elevated
intracellular Na+ would be subsequently exchanged for Ca®* via the Na'/Ca®*
exchanger, generating a Ca®* overload. In this scenario, the mechanism by which
apoptosis is activated through Ca** is by the induction of the mitochondrial
permeability transition pore [17,18]. This would explain how a decrease in pH could
lead to cellular swelling and apoptosis.

Studies demonstrate that in tumoral hypoxic regions there is a process of
dedifferentiation from mature tumor cells to stem cells. During this process, the
mature cells become more fibroblastic, with reduction of cellular processes and
increase in granularity. From this fibroblastic phenotype, the cells could transform
into a stem cell phenotype, characterized by cells with a round shaped body [23]. In
this study, we observed morphological changes stimulated by OD that resembles a
process of cell dedifferentiation of the resistant cells: increased granularity, reduction
of cellular processes, and presence of round cells partially deattached from culture
plates [24,25]. This could indicate a transformation from differentiated cells to
cancer stem cells. CSCs are described as being smaller cells [26], although some
studies have shown that these types of cells have an increase in size [27]. The flow

cytometry analysis of our study revealed an increase in cell size in the serum free
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group exposed to 1h and 3h OD. This could be a characteristic of glioma CSCs, since
there are few studies demonstrating the size of this type of cell.

Hypoxia causes the stabilization of the HIF-o subunit, which alters the
expression of genes related to cell survival, metabolism, angiogenesis, migration and
invasion [10-12]. VEGF, one of HIF-target genes, is frequently used as a marker of
hypoxia. VEGF in tumors is responsible for the maintenance of a phenotype
characteristic of CSCs [16], for the increase of tumoral cell invasion [15] and for the
increase of resistance to radiotherapy [14]. Expression of both VEGF and its receptor
(FLK-1/VEGFR-2) remained unchanged with OD exposure. This could be explained
by a delay in VEGF protein synthesis, since in C6 cells it was shown that induction
of VEGF expression occurred only after 3h of hypoxia [28]. This could consequently
have a delay in VEGFR protein synthesis, since FLK-1/VEGFR-2 expression is
induced by VEGF [29].

5. Conclusion

Our protocol of in vitro oxygen deprivation induced apoptosis and
morphological changes in C6 glioma cells in 1h and 3h OD. The morphological
changes observed resemble a process of cell dedifferentiation and indicates a
possible transformation of the differentiated cells to cancer stem cells. Although the
durations of OD used in this study did not alter the protein expression of VEGF and
its receptor FLK-1/VEGFR-2, our protocol was able to induce some of the
characteristics present in the hypoxic microenvironment.

The cancer stem cells are supposed to be responsible for the tumor self-
renewal after surgical resection, and for the chemo- and radio-resistance of
glioblastomas. The screening of drugs that are effective against this resistant

population requires the selection of these types of cells.
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8. Subtitles

Figure 1: OD treatment induces apoptotic cell death in 5% FBS Media. Representative
dot plot analys from flow cytometry (A). Classification and quantification of cell
death (B). Data are represented as meanstSEM (n=6). *p<0.005 compared to
respective control, one-way ANOVA followed by Turkey's test.

Figure 2: OD treatment induces apoptotic cell death in serum free media.
Representative dot plot analys from flow cytometry (A). Quantification of cell death
(B). Data are represented as meanstSEM (n=6) *p<0.005 compared to respective

control, one-way ANOVA followed by Turkey's test.

Figure 3: Representative photomicrographs of cells in 5% FBS medium stained with
Pl and DAPI. Arrows indicate non-apoptotic nuclei and arrow-heads indicate

pyknotic nuclei.

Figure 4: Representative photomicrographs of cells in serum free medium stained
with Pl and DAPI. Arrows indicate non-apoptotic nuclei and arrow-heads indicate

pyknotic nuclei.

Figure 5: Representative photomicrographs showing morphological changes induced
by OD in 5% FBS and Serum-Free medium. 1- Semitriangular body; 2-long and
thick prolongaments; 3- Clear cytoplasm and nucleus division not apparent; 4-
Round cells with fewer cellular processes; 5- Increase in granularity; 6 - Halo around
cells; 7 - Thin cellular processes; 8 - Clear division of cytoplasm and nucleus; 9 -

cells with reduced cytoplasm; 10 - long thin processes;

Figure 6: Cell size in apoptotic cells of OD in 5% SFB group. Cells were stained
with Annexin 1V and PI and categorized in three sizes: small [S], medium [M] and
large [L]. Representative dot plot analysis from flow cytometry (A). Distribution of

size in viable and dead cells in Control and OD (B). Data are represented as
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meanstSEM (n=6). *p<0.005 compared to respective control, one-way ANOVA
followed by Turkey's test.

Figure 7: Cell size in apoptotic cells of OD subgroups in Serum Free group. Cells
were stained with Annexin IV and Pl and categorized in three sizes: small [S],
medium [M] and large [L]. Representative dot plot analysis from flow cytometry
(A). Distribution of size in viable and dead cells in Control and OD (B). Data are
represented as meanstSEM (n=6). *p<0.005 compared to respective control, one-
way ANOVA followed by Turkey's test.

Figure 8: Correlation between apoptosis and granularity in OD 5% FBS. Cells were
stained with Annexin IV and Pl and categorized based on their granularity: regular
[G1], granular[G2]. Representative dot plot analysis from flow cytometry (A)
Distribution of granularity in viable and dead cells in Control and OD (B). Data Data
are represented as means£SEM (n=6). *p<0.005 compared to respective control, one-
way ANOVA followed by Turkey's test.

Figure 9: Granularity increase in apoptotic cells of OD subgroups in Serum Free
group. Cells were stained with Annexin IV and Pl and categorized based on their
granularity: regular [G1], granular[G2]. Representative dot plot analysis from flow
cytometry (A) Distribution of granularity in viable and dead cells in Control and OD
(B). Data are represented as meanszSEM (n=6). *p<0.005 compared to respective

control, one-way ANOVA followed by Turkey's test.

Figure 10: Effect of OD in VEGF expression in C6 cell line. Expression of VEGF in
5% FBS (A) Expression of VEGF in Serum-Free Media (B). Data are represented as
meanstSEM (n=3). *p<0.005 compared to respective control, one-way ANOVA
followed by Turkey's test.

Figure 11: Effect of OD in VEGFR expression in C6 cell line. Expression of VEGFR
in 5% FBS (A) Expression of VEGFR in Serum-Free Media (B). Data are
represented as meanstSEM (n=3). *p<0.005 compared to respective control, one-
way ANOVA followed by Turkey's test.
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Fig. 7.
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IV. RESULTADOS COMPLEMENTARES

Apbés a OD, as células passaram por um periodo de reperfusdo para
acompanhar mudancas na morfologia. Para isso, ap6s a OD, o meio das culturas foi
substituido por meio DMEM suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB), e as
placas foram observadas com o auxilio de um microscopio invertido com 1h, 3h e
24h de reperfuséo.

No grupo suplementado com 5% de SFB, com 60min de reperfuséo, as
células expostas a PO comegcam a se recuperar. Em 24h de reperfusdo, ocorre o

afinamento dos processos celulares apenas com 1h e 3h de PO.

HIPOXIA 15min HIPOXIA 60min
\ o\ /D

HIPOXIA 3h
A\ /7 R -

e,

15m

REP
60m

REP
3h

7 NI
(s 4% }f\“-%;./q
' W“J 1) o« Y
(‘ i Q. A
REP A Y
24h

Figura 6: Microscopias representativas de diferentes tempos de reperfusédo (REP) para o grupo com 5% de

Soro Fetal Bovino (SFB). Microscopias tiradas 15min apds privacao de O,, e ap6s 1h, 3h e 24h de reperfuséo.

Com 60min de reperfuséo, as placas que foram expostas a PO por 15min e 1h
mostram indicios de recuperacdo, caracterizado por células com aspecto similar a
fibroblastos. Entretanto, as células que passaram por 3h de PO iniciam o processo de

recuperacdo somente ap6s 3h de reperfusdo (Figura 7). Apds 24h de reperfusdo, para
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todos os tempos de hipdxia, as células se tornaram mais delgadas com um alo
circundante, com processos longos e finos (Figura 7). Esses resultados
complementares sugerem a presenca de uma populacéo viavel que resiste a hipoxia, e
que alteracdes promovidas pela PO sdo visiveis nessa populagdo mesmo apos 24h de
reperfusdo, através da presenca de células com processo longos e finos.

CONTROLE HIPOXIA 15min HIPOXIA 60min HIPOXIA 3h

¥ e L .

15m

REP
60m

REP
3h

REP
24h

Figura 7: Microscopias representativas de diferentes tempos de reperfusdo (REP) para o grupo
Sem Soro. Microscopias tiradas 15min apds privacdo de O,, e apés 1h, 3h e 24h de reperfuséo.
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V. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A PO foi capaz de induzir apoptose e mudancas morfologicas em células de
glioma de rato C6 (Figura 8). Embora a marcagdo com VEGF e VEGFR tenha
permanecido inalterado, o nosso protocolo foi capaz de induzir algumas

caracteristicas presentes no microambiente hipdxico.

hMarcadores C0O133,
Diminuicdo de Mestina
processos celulares | ﬂ
- celulas
arredondadas cTT
Perda de Adesio
Aumento do Morte por
tamanho celular Apoptose
Aumento da @
Granulosidade Wicroscopia: PlAsnexina
Ayaliar pH, CaZ+
intracelular,
WEGF, WEGFR Fungao mitocondrial
inalterado

i

Ayaliacio de WEGF e
WEGFR erm outros tempos
Marcagdo com HIF, &KT

Figura 8: Efeito da PO sobre linhagem de glioma de rato C6 e perspectivas.

As mudangas morfoldgicas encontradas se assemelham a um processo de
desdiferenciacdo que indica o surgimento de CTT. Dessa forma, para que se
confirme o fenotipo de CTT, as células precisam ser caracterizadas com marcadores

de células indiferenciadas, como CD133 e Nestina.
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Em ceélulas apoptdticas foi observado um aumento do tamanho celular, e essa
alteracdo poderia ter sido causada pela acidificacdo do meio pelo metabolismo
glicolitico. Assim, mais experimentos sdo necessarios para confirmar essa hipotese, e
isso inclui a mensuragdo do pH, de niveis intracelulares de calcio e da anélise da
fungdo mitocondrial apds a PO.

Para validar o protocolo PO em culturas como um modelo de hipdxia in vitro,
avaliar a marcacdo de outras moléculas que fazem parte da via de sinalizacdo de
hipoxia, como HIF-a ¢ AKT, além da detecgdo de VEGF e VEFR em tempos
maiores que permitam a alteracdo na expressao dessas moléculas.

Diante desse trabalho percebemos a importancia de um estudo mais
detalhados sobre as CTTs, pois sdo responsaveis pela auto-renovacao tumoral mesmo
apos a ressec¢do cirurgica, e pela quimio e radiorresistencia de GBs. Desse modo,
torna-se relevante a selecdo desses tipos celulares para que possam ser utilizadas no
screening de drogas antitumorais mais efetivas, e que atuem contra essa populacéo

mais resistente.
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