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RESUMO

O glioblastoma (GB) ¢ o tumor cerebral primario de maior incidéncia entre os
adultos, apresentando um prognoéstico devastador com uma média de sobrevida de apenas
12 — 15 meses. O microambiente tumoral (TME) desempenha um papel crucial na
agressividade do GB, principalmente no estabelecimento de imunossupressao e evasao
imune. Os astrdcitos reativos presentes no TME podem favorecer a proliferacao e invasao
das células tumorais, contribuindo para o estabelecimento e avango do tumor. Além disso,
a adenosina, produzida pela enzima CD73 e expressa tanto por células tumorais como
pelas demais células do TME, tem um papel crucial na imunomodula¢do do TME, sendo
a inibicdo da CD73 eficaz na redug¢do do crescimento e da agressividade do tumor.
Considerando isso, o presente trabalho teve como objetivo principal avaliar os efeitos da
sinalizagdo adenosinérgica no microambiente estabelecido pelo GB, principalmente
relacionado a influéncia dos astrocitos associados ao tumor. O capitulo 1 da presente tese
traz uma revisdo na literatura cientifica sobre o tema, onde investigou-se o papel dos
diversos marcadores purinérgicos (enzimas e receptores) nos diferentes fenotipos de
astrocitos reativos, sugerindo a via adenosinérgica como um novo alvo para a otimizagao
da eficiéncia terapéutica do tratamento para o GB. Subsequente a isso, no capitulo 2 foi
avaliado o efeito da adenosina na resisténcia in vitro ao tratamento com exposicao a
radiagdo ionizante (RI), um dos pilares da terapia utilizada em pacientes com GB. Para
tal, foram utilizadas 3 diferentes linhagens celulares de GB. Nossos resultados sugerem
que as células expostas a radiagcdo apresentaram niveis mais elevados de expressao de
CD73 e atividade enzimatica. Além disso, fomos capazes de observar um efeito relevante
na taxa de crescimento das células de GB apos a exposicao a RI combinada com um
inibidor farmacologico de CD73. Esses resultados evidenciaram um efeito promissor na
inibi¢cdo da produ¢do de adenosina no TME para aumentar a eficacia da radioterapia. Por
fim, no capitulo 3 da presente tese foi investigado o papel do TME do GB sobre a
reatividade astrocitaria e as consequéncias dessa modulagdo sobre a progressdo tumoral.
Foram utilizadas amostras primdarias provenientes de um modelo animal de indugdo de
GB para a andlise por meio da ferramenta de Single cell RNA-seq. Os resultados
mostraram que os astrocitos provenientes de amostras do tumor, ou seja, os chamados
astrocitos associados ao tumor (TAA), possuem um perfil transcricional tUnico,
relacionado a importantes marcadores associados a ativag¢do de vias inflamatdrias, como

a resposta celular frente ao lipopolissacarideo e o recrutamento de células imunes. Além



disso, ¢ demonstrado também que a interag@o entre células tumorais e astrdocitos contribui
diretamente para a reatividade dos astrocitos associados ao tumor, influenciando a
imunomodulacdo do TME. Em suma, os dados obtidos nos trés capitulos desta tese
indicam que a via adenosinérgica apresenta-se com um potencial para ser um novo alvo
na otimiza¢ao da eficiéncia terapéutica do tratamento usualmente escolhido como padrao
ouro para o GB, além de lancar uma visao promissora sobre o papel dos astrocitos reativos

na fisiopatologia do GB.



ABSTRACT

Glioblastoma (GB) is the most common primary brain tumor among adults,
presenting a devastating prognosis with an average survival of only 12 - 15 months. The
tumor microenvironment (TME) plays a crucial role in the aggressiveness of GB,
particularly establishing immunosuppression and immune evasion. Reactive astrocytes
present in the TME can promote the proliferation and invasion of tumor cells, contributing
to the tumor establishment and progression. Adenosine, produced by the enzymatic
activity of CD73, plays a crucial role in TME immunomodulation, and CD73 inhibition
has been shown to be effective in reducing tumor growth and aggressiveness. Considering
that, the present study aimed to evaluate the effects of adenosinergic signaling (mediated
by adenosine) on the TME established by GB, particularly related to the influence of
tumor-associated astrocytes on tumor progression. Chapter 1 provides a literature review
investigating the role of purinergic markers (enzymes and receptors) in different
phenotypes of reactive astrocytes, suggesting the adenosine pathway as a new target for
optimizing therapeutic efficacy in GB treatment. Subsequently, in Chapter 2, the effect
of adenosine on in vitro resistance to treatment with ionizing radiation (IR), one of the
pillars in therapy for GB patients, was assessed using three different GB cell lines. Our
results indicate that cells exposed to radiation showed higher levels of CD73 expression
and enzymatic activity. Additionally, a significant effect on GB cell growth rate was
observed after exposure to IR combined with a pharmacological CD73 inhibitor. These
findings highlight a promising effect of inhibiting adenosine production in the TME for
potential therapeutic advancement of radiotherapy. Finally, in chapter 3 of this thesis, the
role of the GB TME in astrocyte reactivity and the consequences of this modulation on
tumor progression were investigated. Primary samples from an animal model of GB were
used for analysis using Single cell RNA-seq tool. The results showed that astrocytes from
tumor samples, known as tumor-associated astrocytes (TAA), have a unique
transcriptional profile, related to important markers associated with the activation of
inflammatory pathways, such as cellular response to lipopolysaccharide and immune cell
recruitment. Furthermore, it is also demonstrated that the interaction between tumor cells
and astrocytes directly contributes to the reactivity of tumor-associated astrocytes,
influencing TME immunomodulation. In summary, the data obtained in the three chapters

of this thesis indicate that the adenosine pathway holds potential to be a new target in



optimizing the therapeutic efficiency of the treatment commonly chosen as the gold
standard for GB, and provide a promising view on the role of reactive astrocytes in GB

pathophysiology.
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INTRODUCAO

1. O papel das células gliais no Sistema Nervoso Central

O Sistema Nervoso Central (SNC) ¢ composto de dois grandes tipos celulares:
os neuronios e as células da glia. Historicamente considerados as principais células do
SNC, os neurdnios tiveram a sua morfologia e fun¢do detalhadamente descritas pelos
mais diversos autores ao longo dos mais de 100 anos desde a sua primeira descri¢ao (1,2).
De fato, os neurdnios sdo elementos fundamentais para o funcionamento do SNC, sendo
responsaveis pelo processamento e compartilhamento das informagdes por meio de
sinapses elétricas (1). Entretanto, o antigo panorama simplista que traz as células
neuronais como componente majoritario no SNC tem mudado, e atualmente os
neurocientistas vém colocando o seu foco de estudo também nas demais células presentes
no sistema: as células da glia.

O termo “glia” ¢ derivado da palavra em grego para “cola”, e a explicagdo por
tras da escolha do nome esta em como estas células eram descritas pelos neuroanatomistas
do século XIX: como formadoras de uma estrutura conectiva com capacidade de dar
suporte aos neurdnios (1,2). A estrutura da glia foi descrita pela primeira vez no ano de
1856, em um semindrio ministrado pelo médico patologista Rudolf Virchow, onde foi
apresentado o conceito ao qual ele chamou de “nervenkitt’, ou “neuroglia” — a cola que

ligava as células nervosas (3) (Figura 1).

Alguns anos mais tarde, por volta de 1900, Santiago Ramon y Cajal ampliou o
conhecimento acerca das células gliais, demonstrando evidéncias histoldgicas de que
neurdnios e células gliais seriam estruturas celulares individuais (4). Utilizando um
aprimoramento de uma técnica de coloragdo proposta primeiramente por Camilo Golgi,
Ramon y Cajal foi capaz de visualizar neurdnios e células gliais por meio de marcagdo
em marrom/preto em um fundo contrastante amarelo, que permite diferenciar as duas
células em suas estruturas individualizadas (4) (Figura 2). Desde entdo, a otimiza¢ao das
técnicas de microscopia vem permitindo entender mais profundamente a morfologia
dessas células. Juntamente a isso, o desenvolvimento de metodologias para andlise

molecular contribui com o delineamento do papel das células gliais no SNC.
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Figura 1: Tlustragdo da neuroglia conforme descrita por Rudolf Virchow. (a) Para Virchow, a

neuroglia consistiria em uma por¢ao independente de tecido conjuntivo repleto de “fibras gliais” que
permearia alguns “componentes celulares, destacados em (b). (i) Nucleos livres com nucléolo, (ii) nicleos
com corpos celulares parcialmente rompidos, e (iii) células integras. Ainda na figura, (ca) sdo corpusculos

amiloides. Fonte: Imagem retirada de (1)

Figura 2: Imagens da astroglia desenhadas por Santiago Ramon y Cajal. Em (A) ¢ possivel
visualizar uma imagem feita a partir da técnica de Golgi, e em (B) desenhos de astrdcitos perivasculares.

Fonte: Imagens retiradas de (5)

Atualmente, sabe-se que as células gliais s3o as mais abundantes do SNC,
constituindo aproximadamente metade das células presentes nesse sistema (2). Esse
numero expressivo da indicios da sua importancia: elas sdo responsaveis nao s6 pela
nutri¢do, protecao e sustentacdo dos neuroénios, mas também guiam a migragao de células

neurais e seus precursores durante o desenvolvimento, além de atuar diretamente nas
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sinapses neuronais respondendo e modulando os processos de neurotransmissao e de
gliotransmissao (6,7).

As células gliais sdo classificadas em 3 principais tipos celulares: astrocitos,
oligodendrocitos e microglia (1,6). Astrdcitos e oligodendrocitos tém a sua origem a partir
de células neurais progenitoras, € a microglia, por sua vez, sdo derivadas de células do
saco embriondrio, sendo conhecidas como os macréfagos residentes do SNC (8). De
forma simplificada, a microglia ¢ uma classe de células imunes responsaveis por realizar
fagocitose e eliminar debris no ambiente neuronal (8). J4 os oligodendrdcitos sdo
responsaveis, dentre outras fungdes secundarias, pelo processo de mielinizagao (1). E, por
fim, os astrocitos sdo as células gliais mais numerosas no encéfalo, sendo classificadas

como elementos-chave para a homeostase cerebral (1).

2. Astrocitos: as células gliais mais abundantes do Sistema Nervoso Central

O termo astrocito foi proposto primeiramente por Michael von Lenhossék no ano
de 1895, porém a popularizacdo do termo s6 ocorreu anos mais tarde, através dos
desenhos realizados por Santiago Ramoén y Cajal, que demonstravam o “formato de
estrela” desse tipo celular (5) (Figura 2). O astrécito apresenta uma grande importancia
ndo s6 para a homeostase do SNC, mas também para o proprio entendimento das fungdes
dos diversos componentes celulares presentes nele. Isso porque o aprofundamento do
conhecimento acerca do astrocito serviu de ponto inicial para o entendimento da relagao
entre as células gliais e neur6nios (FREEMAN, 2010; MOLOFSKY; DENEEN, 2015;
SOFRONIEW; VINTERS, 2010).

Os astrocitos sdo células muito abundantes no SNC de mamiferos (10). Essa
presenca em grande quantidade da pistas sobre a sua relevancia: atualmente, através de
dados gerados por técnicas modernas de microscopia, ¢ possivel descrever as varias
fungdes desempenhadas por eles do SNC. Astrocitos possuem uma morfologia complexa,
apresentando de 5 a 12 ramificagdes principais a partir do seu corpo celular, que por sua
vez continuam a ramificar-se formando uma rede (12). Por meio das porgdes terminais
de suas ramifica¢cdes — os chamados pés terminais, ou endfeets —, eles participam da
formagdo e manuten¢do da barreira hemato-encefalica (BHE), uma membrana protetora

entre o SNC e o restante do corpo responsavel pela regulagdo do transporte de substancia
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por meio da sua permeabilidade seletiva, protegendo o tecido nervoso contra a entrada de
moléculas toxicas e patdgenos (12).

Os pés terminais de astrdcitos realizam também outras func¢des vitais para o
funcionamento do SNC. Mesmo com as suas diferencas morfologicas relacionadas ao
local em que se encontram no encéfalo, virtualmente todos os astrocitos da porg¢ao
cinzenta estdo em contato direto com pelo menos 1 a até 6 vasos sanguineos, o que quer
dizer que a vasculatura do SNC estd praticamente toda envolta em terminagdes
astrociticas (12). Dessa forma, os astrocitos sdo responsaveis também pela regulagio do
fluxo sanguineo, a absor¢ao de nutrientes e a eliminagdo de residuos no SNC (12) (Figura
3).

a A NS Oligodendrdécito
Neurdnio — > l
Microglia _~ Astrécito
Pericito i %= = 1 Célula .
: endotelial
Vaso sanguineo -~

Figura 3: Morfologia dos pés terminais de astrocitos. (a) Esquema representando as interagdes
conhecidas dos astrocitos com outros tipos de células do SNC. (b) Imagem de microscopia confocal de um
astrocito (azul-petrdleo) interagindo com capilares cerebrais (laranja). Os “pés” dos astrocitos podem ser
vistos envolvendo os vasos sanguineos. (¢) Imagem de microscopia eletronica de transmissao de um corte
transversal de um capilar cerebral. Células endoteliais cerebrais (laranja) formam a parede do vaso. Os

endfeet dos astrocitos (azul-petréleo) envolvem o vaso. Fonte: Figura adaptada de (12).

Além disso, ¢ também relatado na literatura a participagdo dos astrdcitos como
reguladores fundamentais da sinaptogénese (13,14). Diversos autores descrevem que
astrocitos sdo capazes de estabelecer uma comunicacgao bidirecional com os neuronios,
sendo essa participacdo ativa e direta na sinapse neuronal denominada Sinapse Tripartite
- referindo-se aos 3 componentes: neurénio pré-sindptico, neurénio poés-sinaptico e, por
fim, o astrocito (13). Astrdcitos respondem a neurotransmissores liberados pelos
neurdnios na fenda sinaptica, desencadeando elevacdes de célcio intracelular que,
subsequentemente, levam a liberacdo de gliotransmissores, dentre eles a D-serina, o

glutamato e a adenosina trifosfato (ATP) (15) (Figura 4).
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Astrocito

Neurdnio Pré-sinaptico

Neuromoduladores

Neurdnio Pés-sinaptico

Figura 4: Participacdo ativa dos astrocitos da sinapse tripartite. Os astrocitos possuem a capacidade
de detectar a atividade sinaptica e responder a ela através de ondas intracelulares de Ca?*, levando a

liberagao de gliotransmissores que podem sinalizar de volta as sinapses. Fonte: figura adaptada de (14).

Ademais, os astrocitos também sdo universalmente reconhecidos como um dos
principais participantes da resposta tecidual do SNC frente a condi¢des patologicas (16).
Ao sofrer injuria, j4 ¢ bem estabelecido na literatura que o astrécito pode sofrer
modificac¢des, deixando o seu estado quiescente, e tornar-se ativo, em um processo
denominado reatividade astrocitica (17). Durante esse processo, eles podem sofrer
hipertrofia e ativacdo da proliferacao celular, com o intuito de migrar até o sitio da injuria
e formam uma "cicatriz glial" (16,18). Além disso, h4 uma up-regulation de expressao de
filamentos intermedidrios como nestina, vimentina e proteina acida fibrilar glial (GFAP)
(18). A proteina GFAP ¢ também utilizada como um marcador astrocitario classico, sendo
extremamente valioso para a identificacdo e avaliacdo da morfologia de astrocitos em
ensaios imuno-histoquimicos (5,19) (Figura 5). Além do GFAP, astrdcitos apresentam
alguns outros marcadores moleculares muito utilizados para a sua identificagdo, como a
subunidade B da proteina S100 (S1008), o membro L1 da familia da enzima aldeido
desidrogenase 1 (ALDHI1L1) e o transportador de glutamato e aspartato (GLAST) (20).
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Astrécito ndo-reativo Astricito reativo

(a)

(b)

Injiria

Astrécito ndo-reativo Astrocito reativo

Figura 5: Os astrocitos reativos apresentam aumento da expressao da proteina GFAP e hipertrofia.
(a) Os filamentos intermediarios foram marcados utilizando anticorpos contra GFAP (e podem ser
visualizados na cor verde) e revelam hipertrofia dos processos celulares dos astrocitos reativos (direita) em
comparagao com aqueles no tecido ndo lesionado (esquerda). (b) Representagio esquematica da rea¢ao dos
astrocitos a injuria. No circulo € possivel notar que os astrocitos reativos tornam-se mais espessos € mais

longos. Apesar de os processos principais dos astrocitos reativos se tornarem mais espessos. Fonte: imagem

adaptada de (19).

O processo de reatividade astrocitica ¢ complexo e heterogéneo (17,21).
Recentemente, tém-se sugerido que os astrocitos possam assumir fenétipos diferenciados
- denominados A1 e A2 - seguindo um espectro de ativagao (22,23) (Figura 6). Enquanto
os astrocitos do tipo Al sdo bem caracterizados como relacionados a reatividade
astrocitica de perfil pro-inflamatério e ao dano e, portanto, presentes por exemplo em
casos de neuroinflamag¢do e neurodegeneragdo, o astrocito do tipo A2 ¢ descrito como
uma célula de reparo, envolvido em processos de recuperagdo de tecidos danificados em
isquemias (22,24,25). Dessa forma, o tipo A2 seria considerado um tipo de ativagdo
alternativa, e que ao contrario da ativacdo relacionada com carater pro-inflamatério

indutor de estresse oxidativo, estaria relacionado ao controle da resposta imune (22,26).
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Astrocitos: um possivel espectro continuo de ativagao

y x* X Y
IS BN AR

*

. I

Astrocito Al Populagdo mista (Al + A2) Astrocito A2

Figura 6: Possivel delineamento do perfil dos astrocitos reativos. Fonte: adaptado de (24).

3. Glioblastoma: o tumor cerebral primario de maior incidéncia na populacio

Dentre os tumores primarios que podem acometer o SNC, os gliomas s3o os
tumores de ocorréncia mais frequente na populacdo adulta (27,28). O nome “glioma”
justifica-se pelas semelhangas estruturais e histoldgicas ligadas as células da glia, das
quais seriam provenientes (27). Os gliomas podem se apresentar na forma de tumores
benignos e circunscritos ao local de seu surgimento, e, portanto, de baixo grau de
estadiamento, ou malignos e de alto grau, com maior capacidade de difusdo nos tecidos
adjacentes (29). Originalmente, o diagnostico e a classificagdo dos gliomas eram
realizados através da andlise histologica do tumor (29). A crescente evolucdo nas
pesquisas relacionadas ao entendimento da biologia de tumores cerebrais abriu espago
para o estudo do envolvimento de vias genéticas dos diferentes graus de gliomas, além de
evidenciar novos padrdes moleculares com potencial de serem utilizados no diagnostico
mais acurado (27). Hoje, o diagnostico e estadiamento dos tumores cerebrais leva em
conta ndo sO as caracteristicas morfologicas do tumor mas também a presenca de
marcadores moleculares adicionais (30,31).

O glioblastoma (GB) ¢ o tumor cerebral primario de maior incidéncia entre os
adultos, representando cerca de 50% de todas as neoplasias do SNC (32,33). Classificado
pela Organizacdo Mundial da Satde (OMS) como glioma de grau 4, o GB ¢ caracterizado
por seu crescimento altamente infiltrativo, presenga de areas necroticas e vascularizacao,

que o garante sua elevada capacidade de angiogénese (34). A partir da atualizacdo da
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OMS realizada no ano de 2021, além da andlise anatomopatoldgica os tumores
classificados como GB apresentam a auséncia de mutacdes na enzima isocitrato
desidrogenase (IDH), sendo chamados de IDH selvagem, e mutacdes nos genes da
helicase ATRX (ATP-dependent X-linked helicase) dentre outros, como a proteina p53
(TP53) ou o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) (31,35,36) (Figura 7).

Mutagdo na IDH IDH “selvagem”
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Figura 7: Fluxograma da classificagdo e estadiamento de gliomas de acordo com a atualizagdo da
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WHO realizada no ano de 2021. O novo processo de estadiamento do tumor leva em consideragdo a andlise
da morfologia das células, a partir de um ensaio anatomopatoldgico, e do uso de marcadores moleculares,
como a enzima IDH por exemplo. Em vermelho estd demonstrada o caminho até o diagndstico do GB,

glioma de grau 4. Fonte: imagem adaptada de (36).

O protocolo convencional para o tratamento do GB inclui a resseccao cirargica do
tumor, seguida da aplicacdo de radioterapia e de quimioterapia utilizando a temozolomida
(TMZ), comercialmente conhecida como Temodal® (37). A escolha do TMZ como
padrdo ouro se d4 devido a possibilidade dessa molécula de permear a BHE, chegando
até o local do tumor, o que ¢ um dos principais limitantes para a utilizacao de outros tipos
de medicamentos quimioterapicos combinados a ela (38). Ainda, a presenga de mutacdes

ligadas a via da enzima O-6-metilguanina-DNA metiltransferase, abreviada como
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MGMT, esté intimamente ligada a eficiéncia da resposta do paciente frente ao tratamento
com o TMZ (39).

A enzima MGMT ¢ uma enzima de reparo do DNA, tendo a funcdo de remocao
de grupamentos metil (27). Agentes alquilantes como o0 TMZ promovem o aumento dos
grupamentos metil com o objetivo de gerar dano ao DNA e, consequentemente, morte
tumoral (39). Entretanto, a ativagdo da via da MGMT antagoniza a acdo do TMZ,
diminuindo a taxa de sucesso do tratamento quimioterapico (27). Somente 40% dos
pacientes diagnosticados com GB apresentam metilacdo do gene promotor de MGMT e,
portanto, uma resposta eficiente ao uso do TMZ, enquanto o restante dos pacientes que
ndo apresentam a muta¢cdo ndo se beneficia do mesmo tratamento (40).

Em adig¢do a isso, o manejo clinico do GB sofre também com as limita¢des
relacionadas a ocorréncia de altas taxas de resisténcia a terapia padrdo (41,42). Essa
resisténcia se d4 devido a propria natureza heterogénea do tumor, mas também esta
relacionada ao carater adaptativo que as células tumorais demonstram frente as condi¢des
ambientais proporcionadas pela radio e quimioterapia (42). Exemplo disso ¢ que apesar
do tratamento com TMZ apresentar certa eficiéncia inicial, a eficacia terapéutica acaba
esbarrando no desenvolvimento de quimiorresisténcia (43). Cerca de 90% dos GBs sdo
recorrentes nos pacientes, além de se apresentarem insensiveis ao tratamento repetido
com o uso do TMZ, o que torna a terapia existente apenas paliativa (43). E o uso de
tratamentos mais atuais baseados na imunoterapia, que se apresenta eficiente no
tratamento de diversos outros tipos de cancer, ainda acaba gerando uma resposta
terapéutica pobre em pacientes com GB (44,45).

Diante de tudo isso, o progndstico para o GB continua extremamente
desanimador, levando a uma sobrevida média dos pacientes de cerca de 12 - 14 meses
apos o diagndstico inicial (37). E, apesar dos intensos esforgos e pesquisas realizados nas
ultimas décadas em diversas areas almejando o completo entendimento das origens
bioldgicas e da fisiopatologia do GB, ainda existem limitagdes relevantes que dificultam
a busca por novos tratamentos e na falta de estratégias terapluticas alternativas a
quimioterapia usual, que permanece sem atualizagdes desde o ano de 2005 (46). Portanto,
¢ essencial que sejam estabelecidas novas frentes de estudos que busquem melhor
compreender os mecanismos por tras da malignidade e rapida progressao desses tipos de
tumores tao agressivos, na tentativa de desenvolver alternativas ao seu atual tratamento e

terapias mais eficazes.
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4. O papel do astrocito no microambiente do glioblastoma

Como ja& mencionado anteriormente, os astrocitos sdo reconhecidos por sua
participagdo na resposta tecidual do cérebro frente a condi¢des patologicas (24).
Consequentemente, cada vez mais estudos sdo realizados com o objetivo de melhor
compreender como a fun¢do astrocitdria estd relacionada ao desenvolvimento e
progressdo de diversas patologias do SNC. Diversos grupos de pesquisa trazem o papel
central do astrocito na resposta neuroinflamatoria relacionada a doencas de carater
neurodegenerativo ou até envolvendo situacdes de trauma ao tecido cerebral (24).
Entretanto, apesar de ser uma populacdo celular de grande nimero no SNC, a relagao
entre astrocitos e tumores cerebrais ainda ¢ pouco estudada.

Mais especificamente sobre o GB, a sua elevada agressividade e malignidade ¢
associada ao microambiente estabelecido ao redor do tumor, chamado de microambiente
tumoral (no inglés, tumor microenvironment, abreviado como TME) (47,48). O TME
consiste em uma interagdo complexa entre células tumorais e tipos de células ndo
neoplasicas ao redor do tumor, incluindo células imunes, células endoteliais, fibroblastos
e, no caso do GB, células gliais (49,50) (Figura 8). Apesar da expansdo das células
neoplésicas ser capaz de gerar o insulto que da inicio a criagdo do nicho tumoral, os
diferentes tipos de células ndo-transformadas presentes no meio sdo capazes de sofrer
também uma adaptacdo, participando assim de um processo continuo de tumorigénese
(51). Nesse sentido, as células tumorais demonstram ter a capacidade de “educar” as

células ao seu entorno, criando um ambiente totalmente favoravel a progressao do tumor.

tumoral

Figura 8: O microambiente tumoral do GB. As células tumorais interagem com diferentes tipos celulares,

como astrocitos, neurdnios, oligodendrocitos e microglia. Fonte: Ilustragdo adaptada de (52).
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O crescimento da massa tumoral leva ao aumento da inflamagao e vascularidade,
0 que contribui para o aumento da permeabilidade vascular, permitindo o influxo de
células e substancias da periferia para o SNC devido ao comprometimento da BHE (41).
A perda da integridade da BHE resulta na entrada de células imunes periféricas, como os
macrofagos (53). De fato, as principais células encontradas no microambiente tumoral
sdo as relacionadas ao infiltrado imune. A maioria de células imunes s3o os macrofagos
(>95% da populacao de células imunes), geralmente compreendendo cerca de 30% - 50%
da massa tumoral e que, juntamente com a microglia residente do tecido, sdo
denominados como macrofagos/microglia associados ao tumor (tumor-associated
macrophages/microglia — TAM) (50,54). A diferenga entre essas duas populagdes ¢
relacionada de acordo com a sua ontogénese: a microglia residente do SNC tem
progenitores que migraram para o SNC durante o desenvolvimento embriondrio; e os
macrofagos, diferenciados a partir de mondcitos provenientes da medula-6ssea e que
extravasaram a BHE quando recrutados (55).

Os componentes celulares do microambiente tumoral podem apresentar
diferentes fungdes, seja dando suporte ao crescimento do tumor, ou até inibindo as suas
propriedades de malignidade (49) (Figura 9). A comunicagdo direta ou indireta entre as
células do tumor e as células presentes no TME também ¢ um importante fator a ser
considerado. A troca de informacdes através de vesiculas extracelulares, pequenas
vesiculas contendo proteinas de sinalizacdo ou RNAs regulatorios, ou por meio de fatores
quimicos como a hipoxia relacionam-se com o estabelecimento de um ambiente

condicionado e propicio para o desenvolvimento do tumor (52,56).
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Figura 9: Representacdo esquematica dos componentes do TME nos gliomas/glioblastoma. O TME destes
tumores ¢ um sistema complexo, heterogéneo ¢ interativo composto nao s6 de células tumorais, mas
também de células-tronco tumorais, células imunes, nervosas ¢ do sistema vascular, além da matriz
extracelular. A comunicagdo entre esses componentes se da através de fatores diretos e indiretos, que podem
alterar de forma quimica (pH, nivel de oxigénio) o microambiente, modulando o entorno do tumor a fim de

favorecer a progressdo tumoral. Fonte: Imagem adaptada de (56).

Além de TAMs e células T-regulatérias, outras populagdes de células ndo-
neoplédsicas sdo encontradas em menor nimero, como as células precursoras de
oligodendrocitos, neurdnios e oligodendrocitos maduros, além de astrocitos. Porém,
ainda ndo existem evidéncias suficientes que expliquem como elas contribuem no
crescimento do tumor. A hipdtese de que astrocitos ndo-neopléasicos sofram ativagdo
através do contato com células tumorais tem surgido em alguns trabalhos na literatura nos

ultimos anos (54,57).
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Astrocitos reativos podem modular a resposta imune por meio da sua acdo
ativando vias de sinaliza¢do, como a via do fator NF-kB (fator nuclear kappa B), e
também produzindo citocinas pré-inflamatorias, dentre elas interleucina-1 (IL-1p), fator
de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6), interferon-gama (IFN-y) e fator
de crescimento transformador-beta (TGF-B) (54). A liberacdo destes mediadores pode
levar ao aumento de substancias neurotoxicas e com potencial neuroinflamatdrio, como
o 6xido nitrico (NO), o peroxido de hidrogénio (H20.) e o glutamato, neurotransmissor
excitatorio no SNC (54,58).

Ademais, as regides de hipdxia, muito caracteristicas no GB, além de
produzirem fatores conhecidos por suas propriedades proangiogénicas, os HIFs (hypoxia-
inducible factors), também aumentam a liberacdo de TGFp, que estd intimamente
relacionado ao recrutamento e polarizagao de macrofagos para o fenotipo TAM (56). A
secrecdo de TGFp, juntamente com outras moléculas imunossupressoras como a
interleucina 10 (IL-10), podem também desencadear a fendtipos reativos do astrocito
relacionado ao reparo tecidual (59). Astrocitos deste fenotipo podem ser particularmente
importantes na progressao tumoral por impulsionarem a invasao das células tumorais nos
tecidos adjacentes, através da liberagdo de componentes da matriz extracelular como o
colageno e versican, e proteinas de adesdo celular (por exemplo a CD44) (16).

Diante do exposto, fica claro que astrécitos possuem um relevante potencial de
participagdo no TME de GBs. Entretanto, a similaridade molecular e fenotipica que
astrocitos e células tumorais do GB compartilham dificultam a realizagdo de estudos que
visam melhor compreender a contribuicdo dos astrécitos na progressdo de GB. Isso
implica na relativa baixa quantidade de informagdo sobre eles e sobre como eles se
comunicam com as células tumorais no SNC. Porém, ¢ inegavel que este seja um caminho
fértil para o estabelecimento de novas frentes de pesquisa.

Nesse sentido, a presente tese buscou utilizar marcadores moleculares alternativos
para identificar astrdcitos e isola-los das células tumorais. Para tal, foi utilizado o
marcador astrocyte cell surface antigen-2 (ACSA-2). Este marcador ja foi descrito na
literatura pelo seu uso em trabalhos envolvendo o isolamento e posterior cultivo priméario
de astrocitos provenientes de roedores (20). ACSA-2 ¢ a abreviagdo para astrocyte cell
surface antigen-2 (traducdo livre: antigeno de superficie celular de astrdcitos-2), e os
astrocitos ACSA-2" também se apresentam positivos em relagdo a outros marcadores

astrocitario classicos , como GFAP, S1008, ALDHIL1 e GLAST (20).



29

Diante do que ja ¢ bem estabelecido acerca deste complexo sistema de reatividade
de astrocitos, sugere-se que o TME seja capaz de induzir astrdcitos reativos de diferentes
fenotipos, que divergem em expressao de genes, estrutura celular, sinalizacdo e, por fim,
em fungdo, contribuindo ndo s6 com processos de reparo tecidual, mas também podendo
estar envolvidos em mecanismos patoldgicos relacionados ao desenvolvimento e

progressao do GB (54,57,59-61).

5. A modulacio do sistema adenosinérgico no microambiente do GB

Primeiramente descrita por Geoffrey Burnstock em 1972, a sinalizagdo
purinérgica refere-se a sinalizacdo mediada pelas purinas, especialmente ao nucleotideo
ATP e seus produtos de hidrolise, adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato
(AMP) e, por fim, o nucleosideo adenosina. O ATP e a adenosina, quando no meio
extracelular, atuam como mensageiros ao interagir com seus respectivos receptores
purinérgicos localizados na superficie dos diferentes tipos celulares, sendo capazes de
sinalizar uma variedade de efeitos, como a proliferagdo, morte, migragdo, diferenciacdo
celular e resposta imune (62—64).

A regulagdo dos niveis de adenosina no meio extracelular ¢ realizada
principalmente pela atividade das ectonucleotidases, enzimas localizadas na membrana
das células com seu sitio catalitico voltado para o meio extracelular, responséaveis pela
hidrolise de ATP até a geracdo de adenosina (65). As duas principais enzimas desse
sistema sdo a ectonucleosideo trifosfato difosfohidrolase 1 (NTPDasel), também
conhecida pela sigla CD39, e a ecto-5’-nucleotidase (ecto-5’-NT), a CD73 (63). Enquanto
a NTPDasel/CD39 catalisa a hidrélise de ATP em ADP, ¢ ADP em AMP, a ecto-5’-
NT/CD73 realiza a hidrolise do AMP extracelular para a formacao de adenosina (62). Os
receptores purinérgicos do tipo P1 (P1Rs) representados pelos receptores A1R, A2AR,
A2BR e A3R respondem especificamente a molécula de adenosina. Ja os receptores do
tipo P2 sdo subdivididos em 2 subclasses: P2XR1-7 ionotropicos os quais respondem
exclusivamente ao agonista ATP, enquanto os receptores P2YR1 2.4,6,11-14 metabotropicos
sdo sensibilizados por ATP, ADP, UTP e UDP (66). A ilustragdo da cascata de hidrdlise

completa, além dos receptores esta demonstrada na figura 10.
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Figura 10: Representacdo grafica da cascata purinérgica contendo enzimas de hidrolise de

nucleotideos/nucleosideo e os receptores especificos. Fonte: imagem adaptada de (66).

Em condigdes nao patoldgicas, o balanco entre a liberagdo e o consumo de ATP
no meio extracelular ocorre de forma regulada e, portanto, a quantidade de nucleotideos
extracelulares permanece constante e em baixas concentragdes, na ordem de nanomolar
(nM) (67). No TME, h4d uma importante desestabilizacdo deste eixo, favorecendo o
acimulo de ATP em niveis altissimos que podem chegar a uma concentragcao na ordem
de micromolar (uM) (68,69). Essa elevagdo ¢ encontrada no TME da grande maioria dos
tumores s6lidos, e € proveniente da liberagdo de ATP a partir das células sob condi¢ao de
estresse celular ou em processo de morte (67).

O ATP extracelular possui a capacidade de modular a resposta inflamatoria
(68,70,71). Além disso, por meio de sua hidrdlise, ele também ¢ substrato primario para
a producdo de adenosina no TME (63). Em tecidos saudaveis, o papel principal da
adenosina é a protecdo tecidual e a prevencdo de lesdes, funcionando como um
contraponto as atividades pro-imunogénicas e pro-inflamatérias da molécula de ATP
(67). Em contextos patoldgicos, como isquemia, trauma e inflamacdo no geral, as
concentragdes de adenosina extracelular sdo de 10 a 20 vezes maiores do que os niveis
normais (67). A adenosina também se encontra aumentada no intersticio de tumores
cerebrais, e os niveis aumentados deste nucleosideo estdo envolvidos na resposta anti-
inflamatoria nos tecidos, estabelecendo um microambiente imunossupressivo que protege
os tumores do ataque imune e leva a evasdo imune tumoral (65,67,68).

E evidente que a sinalizagdo purinérgica é uma via chave na progressio e

malignidade de tumores (72). A alta concentragdo de ATP e, consequentemente, de
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adenosina no TME tem a capacidade de mediar atividades pré-tumorais induzindo a
prolifera¢do, migracdo e invasao das células tumorais, além de favorecer a angiogénese e
quimioresisténcia (67). Tanto as células tumorais e como as células imunes presentes no
TME, como os TAMs e células T, expressam enzimas e receptores especificos para os
diferentes mediadores purinérgicos (63,67). Dessa forma, a sinaliza¢do purinérgica, em
especial as vias de sinalizagdo mediada pela adenosina — a via adenosinérgica — possui
um potencial relevante como um importante alvo terapéutico na busca por melhorar a
efetividade do tratamento de tumores, principalmente relacionado ao fortalecimento e
aperfeicoamento da terapia imune.

As terapias antitumorais desencadeiam a liberacdo de altos niveis de ATP nos
compartimentos extracelulares, o que funciona como um Padrao Molecular Associado ao
dano (DAMP) para induzir respostas imunes tanto inatas quanto adaptativas (73). Uma
vez que a adenosina ¢ conhecida por inibir a atividade das células imunes efetoras e ativar
células regulatorias imunossupressoras, suprimindo assim a resposta imune, torna-se
interessante que a extensao da liberagdo de ATP para o compartimento extracelular e sua
degradacdo em adenosina devam ser controladas e limitadas (73). No caso do GB, estudos
pré-clinicos ja mostram que a modulagdo da via adenosinérgica apresenta resultados
promissores em revigorar a respostas antitumorais, como aumentando a resposta ao
tratamento quimioterapico, diminui¢ao do tumor e aumento da sobrevivéncia (68,74—76).

Dados pré-clinicos utilizando como alvo tanto a inibi¢ao da geracdo de adenosina
como o antagonismo dos receptores adenosinérgicos mostram de forma significativa uma
diminui¢do dos niveis de imunossupressdao do TME e, assim, a inibi¢cdo do crescimento
tumoral (63). A fonte mais importante de adenosina extracelular ¢ a enzima ecto-5’-
NT/CD73, e a sua expressdo em tumores tem sido relacionada a um aumento dos
processos de migracdo, invasdo, formacdo de metastases, quimioresisténcia e
neovascularizagdo (77). Além disso, a inibi¢do da expressdo e da atividade dessa enzima
acarreta um melhor progndstico e na diminuig¢do do crescimento tumoral (68,74,77-79).
Diante dos resultados expostos na literatura, ¢ possivel entender a relevancia dessa enzima
na progressao tumoral do GB.

Na literatura ja ¢ bem estabelecida a relacdo de enzimas e receptores
sensibilizados pela adenosina na membrana das mais diversas células imunes
relacionadas ao microambiente do GB. Em relagdo as demais células do TME, diversos
estudos na literatura descrevem a presenca de receptores e enzimas purinérgicos na

membrana de células gliais, especificamente do astrocito, incluindo NTPDasel,
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NTPDase2, P2X7R, A1R e A2AR (80-83). No entanto, ainda ha limitacdo no
entendimento do papel da sinalizacdo purinérgica em relacdo ndo s6 a reatividade do
astrocito em tumores cerebrais, mas também na polarizagdio de astrocitos
Al/neurotéxicos ou A2/neuroprotetores.

Diante de tudo isso, torna-se evidente o gap existente na literatura acerca do
envolvimento da sinalizagdo adenosinérgica na polarizacdo de astrocitos presente no
TME. Logo, o objetivo do presente trabalho foi, primeiramente, realizar uma pesquisa na
literatura existente sobre o tema, delineando possiveis hipoteses que relacionassem a
modulacdo da via adenosinérgica com a ativacdo dos astrocitos associados ao tumor
provenientes do microambiente do GB. Subsequente a isso, o efeito da modulagdo da
principal enzima produtora de adenosina —a CD73 — foi avaliado, no sentido de melhor
compreender os efeitos da adenosina no TME apos a aplicagdo de radioterapia, € também

no perfil dos astrécitos associados ao tumor.



33

OBJETIVOS

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo principal avaliar os
efeitos da sinalizagdo adenosinérgica no microambiente estabelecido pelo glioblastoma,
principalmente relacionado a influéncia dos astrocitos associados ao tumor na progressao

tumoral.

1. Realizagdo de analise critica da literatura cientifica a fim de avaliar a participagao
da sinaliza¢do adenosinérgica na polarizagdo astrocitica e na promog¢dao do

crescimento de GB;

2. Determinacdo do efeito da adenosina na resisténcia in vitro ao tratamento
radioterapico, através do bloqueio farmacoldgico da enzima CD73 em diferentes

linhagens celulares de glioblastoma;

3. Investigacdo do impacto do microambiente de GB sobre a reatividade astrocitaria
e as consequéncias dessa modulacdo sobre a progressdo tumoral utilizando a

ferramenta de Single cell RNA-seq.
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Adenosinergic Signaling as a Key
Modulator of the Glioma
Microenvironment and Reactive
Astrocytes

Gabriela N. Debom’t, Dominique S. Rubenich and Elizandra Braganhol®2*

" Programa de Pés-graduagdo em Biociéncias, Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre, Porto Alegre,
Brazil, 2 Instituto de Cardiologia do Rio Grande do Sul, Instituto de Cardiologia - Fundac&o Universitéria de Cardiologia,
Porto Alegre, Brazil

Astrocytes are numerous dlial cells of the central nervous system (CNS) and play
important roles in brain homeostasis. These cells can directly communicate with
neurons by releasing gliotransmitters, such as adenosine triphosphate (ATP) and
glutamate, into the multipartite synapse. Moreover, astrocytes respond to tissue injury
in the CNS environment. Recently, astrocytic heterogeneity and plasticity have been
discussed by several authors, with studies proposing a spectrum of astrocytic activation
characterized by A1/neurotoxic and A2/neuroprotective polarization extremes. The
fundamental roles of astrocytes in communicating with other cells and sustaining
homeostasis are regulated by purinergic signaling. In the CNS environment, the
gliotransmitter ATP acts cooperatively with other glial signaling molecules, such as
cytokines, which may impact CNS functions by facilitating/inhibiting neurotransmitter
release. Adenosine (ADO), the main product of extracellular ATP metabolism, is
an important homeostatic modulator and acts as a neuromodulator in synaptic
transmission via P1 receptor sensitization. Furthermore, purinergic signaling is a
key factor in the tumor microenvironment (TME), as damaged cells release ATP,
leading to ADO accumulation in the TME through the ectonucleotidase cascade.
Indeed, the enzyme CD73, which converts AMP to ADO, is overexpressed in
glioblastoma cells; this upregulation is associated with tumor aggressiveness. Because
of the crucial activity of CD73 in these cells, extracellular ADO accumulation in the
TME contributes to sustaining glioblastoma immune escape while promoting A2-
like activation. The present review describes the importance of ADO in modulating
astrocyte polarization and simultaneously promoting tumor growth. We also discuss
whether targeting of CD73 to block ADO production can be used as an alternative
cancer therapy.

Keywords: tumor microenvironment, glioblastoma, tumor-associated astrocyte, A2-like astrocyte, adenosine,
CD73
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DISCUSSAO

Apesar do intenso e incansavel trabalho de inumeros pesquisadores para
desvendar a biologia celular e molecular do GB nas ultimas décadas, o progndstico dos
pacientes que apresentam este tumor segue sendo devastador. Com uma taxa média de
sobrevida de apenas 12 a 15 meses apds o diagndstico, os pacientes enfrentam grandes
obstaculos relacionados ao tratamento convencional, fazendo com que o GB seja
considerado incuravel (37,46). Um dos fatores que influenciam nessa dificuldade
terapéutica ¢ o microambiente estabelecido pelos diversos componentes celulares
presentes no nicho tumoral, bem como as moléculas liberadas por eles no meio
extracelular (49). Este microambiente, chamado de TME, esta diretamente relacionado
com o favorecimento de condigdes especificas para o surgimento e a progressao do tumor
(47,48).

Especificamente no GB, o intenso crosstalk entre os componentes celulares do
TME ¢ foco de interesse da comunidade cientifica, principalmente acerca da relagdo das
células tumorais com as células imunes — a microglia residente e, também, os macrofagos
recrutados para o sitio do tumor (49,55). Entretanto, ainda ¢ pouco expressiva a
quantidade de estudos que trazem o envolvimento de células gliais no TME de GBs.
Portanto, nesta tese, sdo enderecados os diversos papeis relevantes desenvolvidos por
astrocitos no surgimento do tumor, progressdo e possivel formag¢do de novos focos
tumorais.

O astrécito ¢ foco de estudo de alguns autores que buscam descrever o
envolvimento dessa célula glial com a tumorigénese, ou seja, 0os mecanismos que
explicam como o astrdcito torna-se uma célula neoplasica (84). Apesar de ainda existir
controvérsias acerca de qual seria a célula de origem do GB, uma das hipoteses bem
aceitas ¢ de que o GB consiste em uma populacdo heterogénea de células derivadas das
chamadas células-tronco tumorais, células-tronco com caracteristicas astrociticas,
identificadas pela presenca do marcador astrocitario GFAP (85,86). Estas células-tronco
tumorais encontram-se muito presentes na zona subventricular (do inglés, subventricular
zone - SVZ), que ¢ a maior regido germinal no cérebro adulto, localizada entre a camada
ependimal dos ventriculos laterais e o parénquima do estriado (86).

O tumor teria sua origem na SVZ e se espalharia em direcdo ao cortex

frontotemporal, com as suas cé¢lulas acumulando mutagdes gradualmente a medida que



107

alcangam o cortex (85). Portanto, a SVZ ¢ amplamente considerada como uma potencial
fonte de células iniciadoras de glioma. Ainda, astrocitos maduros também podem sofrer
desdiferenciacdo, redirecionando seu transcriptoma para acelerar a proliferagao
descontrolada caracteristica de uma célula tumoral, provando mais uma vez ser um tipo
celular com um terreno fértil para contribuir com o crescimento do GB (VERDUGO;
PUERTO; MEDINA, 2022). Entretanto, para além de seu papel como possivel fonte de
novas células neoplésicas, o astrocito também pode estar relacionado ao estabelecimento
das j& bem descritas condi¢cdes de imunossupressio do TME presente no GB,
imprescindiveis para se entender a complexidade e agressividade deste tipo de tumor.

Primeiramente, cabe ressaltar que os astrocitos participam da formagdo da BHE,
repousando as por¢des terminais de suas ramificagdes nos vasos sanguineos que também
a compoe (12). A desestabilizagdo na organizagdo espacial dos componentes celulares
desta barreira, causada pela propria presenca da massa do tumor, estd relacionada ao
surgimento de rompimentos (33,87). O aumento da inflamagdo e vascularidade também
contribuem para o aumento da permeabilidade vascular e para que haja um influxo de
células e substincias da periferia para o SNC (41). Como consequéncia da perda de
integridade da BHE, ha o favorecimento da entrada de um conjunto de células imunes
oriundas da corrente sanguinea até o local do tumor (88-90).

O infiltrado imune ¢ constituido principalmente de macroéfagos, componentes tao
numerosos no TME que chegam a constituir cerca de 30 a 50% da massa tumoral total
(50,54). Os TAMs sdo constituidos majoritariamente por macrofagos ativados (95%) e de
microglias ativadas, as células imunes residentes do SNC (50). Essa ativa¢do ocorre
porque, ao serem recrutados e atingirem o nicho tumoral, os macréfagos acabam
interagindo com células tumorais, e a plasticidade fenotipica e funcional de macrofagos
durante a ativagdo permite que essas células assumam diferentes perfis (53).

Em principio descritos de maneira dicotomica, "ativados de forma classica” em
M1, ou “ativados de forma alternativa”, em M2, atualmente essa classificacdo tem se
provado ser mais uma forma de categorizacdo do que o que de fato ocorre no ambiente in
vivo (53). Os macréfagos M1, induzidos pela exposi¢do a citocinas pro-inflamatorias
como interferon gama (IFN-y) e TNF-a, fazem parte da ativacdo classica, produzindo
fatores inflamatorios, como espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species -
ROS), TNF-a, IL-1B, IL-6, interleucina 12 (IL-12) e interleucina 23 (IL-23), com o
potencial de combater as células tumorais (91). Ja a polarizacdo M2 seria desencadeada

apos estimulos anti-inflamatdrios, como interleucina 4 (IL-4), IL-10 ou interleucina 13
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(IL-13), estes macrofagos possuindo menor citotoxicidade para as células tumorais
através da produgdo de citocinas anti-inflamatorias como IL-10 e TGF-f e as quimiocinas
CCL22 (quimiocina CC ligante 22) e CCL17 (quimiocina CC ligante 17) (92,93). A
classificagdo mais aceita atualmente ¢ de que macréfagos associados ao tumor, os
chamados TAMs, da-se porque estas células assumem niao um fendtipo M1 ou M2
genuino, mas, ao invés disso, provavelmente exibem um continuum ou um estado
transitorio de diferenciacdo, com a existéncia de marcadores tanto M1 como M2 nesses
macrofagos ativados pelo tumor (53).

Os TAMs sdo uma populagdo proeminente de células imunologicas do TME de
GBs, e por desempenharem um papel critico na indugdo da imunossupressao, eles tornam-
se alvos relevantes no controle da progressao do tumor (53). Isso ¢ verdade porque os
mecanismos para a evasdo imune e supressao do TME favorecem o estabelecimento da
célula tumoral e a perda da fungdo efetora de células imunes do local ((52,94). Juntamente
com os TAMs, a presenca de Tregs garante ao GB a fama de ser um “cold tumor”, um
tumor imunologicamente frio em que ndo hd uma forte resposta de células T efetoras a
presenga das células tumorais (44). Diante do fato de que o recrutamento de novos TAMs
e Tregs para o TME ¢ um fator crucial para o estabelecimento e manutengdo de um
ambiente imunossupresso, torna-se imprescindivel delimitar que a integridade dos
astrocitos formadores da BHE seja uma condi¢do fundamental para o crescimento do
tumor (95).

Uma vez recrutados, TAMs e astrocitos residentes do SNC podem vir a
estabelecer um importante crosstalk no sentido de formar novos astrocitos reativos no
TME, contribuindo para o aumento do processo de modulacdo imune (22). Microglia e
astrocitos exibem uma intima comunicagdo bidirecional, que ocorre através da liberagdo
de uma variedade de moléculas, incluindo citocinas, quimiocinas, ATP e fatores de
crescimento (96). A “conversa molecular” entre microglia e astrdcitos desempenha um
papel importante frente a estimulos estressores. E descrito o potencial que microglias
ativadas, usualmente as primeiras células a reagirem frente a um insulto no SNC, tém de
estimular a ativagdo de astrocitos vizinhos a elas (24,96). E o contrario também ¢
verdadeiro: astrocitos também realizam esse crosstalk, contribuindo para a ativagdo da
microglia (96).

Mais especificamente, a administragcdo de lipopolissacarideo (LPS), endotoxina
presente na parede celular de bactérias gram-negativas e amplamente utilizada em

modelos de neuroinflamacgdo, ¢ capaz de sensibilizar Toll-like receptor 4 (TLR4) da
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membrana de microglia, ativando-as (24). A microglia ativada possui a capacidade de
“conversar” com astrdcitos e ativa-los também, sendo a liberagdo de interleucina-1o (IL-
la), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e componente do complemento 1q (C1q) pela
microglia capaz de induzir a ativacdo de astrdcitos para um fendtipo inflamatério do tipo-
Al (24,97). Astrocitos Al perdem a capacidade de realizar suas fungdes normais, ndo
funcionando mais como promotores de sobrevivéncia neuronal, mas sim produzindo mais
fatores inflamatdrios, como componentes do complemento e citocinas pro-inflamatorias,
responsaveis por criar um ambiente toxico para neurdnios e oligodendrécitos (24).

Autores também ja demonstraram que a liberagdo de NO e TNF-a pela microglia
ativada também ¢ capaz de levar ao aumento da producao dessas mesmas moléculas agora
por astrocitos ativados (98). Ja astrocitos com fenotipo reativo podem influenciar a
ativacdo de microglias através da liberagao do fator do complemente 3 (C3), que por sua
vez regula a atividade fagocitaria da microglia (99). Todos estes efeitos pro-inflamatdrios
da comunicagdo entre microglia e astrdcitos ativados ja foram descritos em modelos
animais de neuroinflamagdo, neurodegeneracdo e até relacionados ao envelhecimento
natural do SNC (24,97,100,101).

A “habilidade” do astrdcito de tornar-se reativo frente a injurias pode também ser
uma interessante ferramenta para o tratamento de tumores cerebrais. Diversos fatores
envolvidos na comunica¢do cruzada entre microglia, astrocitos e células tumorais ja
foram descritos da literatura (59). Por exemplo, os altos niveis de IL-6 encontrados no
TME do GB sdo fruto de microglia ativada, entretanto elas ndo sdo as unicas fontes
produtoras desse mediador: astrdcitos ativados também produzem IL-6, citocina que
contribui para a migra¢ado e invasao do tumor através da liberagdo de metaloproteinase 14
(MMP14) por células tumorais (102).

Ademais, estudos mostram que as células tumorais podem manipular o
comportamento de astrdcitos, através da liberagdo de IL-10 e interferon beta (IFN- f3),
ativando-os para um fendtipo anti-inflamatério (do tipo-A2) (57). A interacdo entre
astrocitos e microglia também ¢ descrita como crucial para que haja a liberagdo dos
mediadores anti-inflamatérios IL-10, TGFB e Fator estimulante de colonia (CSF),
responsaveis por estabelecer a imunossupressao caracteristica do TME (54). Esses
resultados indicam que este subtipo distinto de astrdcito reativo ¢ mediado por uma
alteracdo conjunta do secretoma circundante causado tanto pela comunicacdo com células
tumorais e microglia, e que somente na presenga deles, altas concentragdes de IL10 anti-

inflamatoria e TGFp sdo detectaveis no TME (54).
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O processo de reatividade astrocitica também ja foi associado a diminuicao da
eficiéncia da quimioterapia por meio da inibicdo da apoptose induzida por agentes
quimioterapicos (59,98). A expressdo de genes associados a astrécitos ativados foi
considerada marcador de baixo prognéstico para pacientes diagnosticados com GB,
segundo o banco de dados do TCGA (Atlas do Genoma do Cancer — do inglés, The
Cancer Genome Atlas) (103). Além disso, o GB estabelece contato direto com
astrocitos/células microgliais por meio de vesiculas extracelulares (EVs) (104). As EVs
podem transportar moléculas importantes, como miRNAs e citocinas, que tornardo os
astrocitos mais reativos e, a0 mesmo tempo, induzirdo neles um fenotipo A2, semelhante
ao M2 nas células microgliais e também chamado por alguns autores de tumor-enhancing
phenotype (105,106).

Ainda que alguns autores se refiram ao astrocito reativo associado ao tumor como
sendo A2, assim como o que ocorre com a classificacdo de macrofagos e microglia, o
fendtipo A2 dos astrécitos ainda ndo esta claramente definido, e os resultados presentes
na literatura apontam para um intenso debate em relagdo a nomenclatura e as fungdes
desses estados reativos (21). Dessa forma, assim como também amplamente discutido na
literatura, nesta tese sugere-se que o fendtipo reativo associado ao tumor seja do "tipo-
A2", demonstrando multiplos estagios reativos diferentes, como um reflexo da
complexidade do TME (54).

O TME apresenta um importante acimulo de ATP e de adenosina, em niveis
singularmente altos, sendo a adenosina a molécula determinante para a inducdo de
imunossupressdo caracteristica no ambiente tumoral do GB (63,68,107). A elevada
concentragdo de adenosina no TME de GBs ¢ responsavel por estimular a proliferagao
celular, angiogénese e o escape da imunovigilancia, que ¢ capacidade do sistema imune
de reconhecer e inibir o processo neopldsico (65). De fato, dados do nosso grupo de
pesquisa demonstram que a adenosina ¢ capaz de induzir a proliferacdo celular por meio
da sensibilizagdo dos receptores Al, além de estimular os processos de migragdo e
invasdo celular de GB por meio do aumento da expressao de metaloproteinase 2 (MMP2)
e de vimentina (68). Nesse sentido, o primeiro objetivo do nosso trabalho foi realizar uma
pesquisa na literatura cientifica a fim de avaliar os mecanismos pelos quais a sinalizagdo
purinérgica ¢ capaz de influenciar o processo de reatividade do astrécito, levando-o a
adquirir diferente tipos de fendtipo — associados a processos neuroinflamatorios (tipo-Al)

e/ou a processos regenerativos (tipo-A2).
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No meio extracelular, o ATP ¢ considerado um DAMP, liberado por células
lesionadas durante a inflamacdo (108). O ATP pode ser liberado por astrocitos através de
vias especificas e reguladas, sendo elas a exocitose (109), a liberagdo vesicular (110) ou
a difusdo através de canais ionicos (111,112). Além disso, diversos estudos descrevem a
presenga de receptores e enzimas purinérgicas em astrocitos, garantindo que essas células
possuem método de controle de liberacdo e também de regulacdo na concentracdo de
mediadores purinérgicos no meio extracelular (68,80-83).

O ATP também possui papel fundamental como um gliotransmissor excitatorio,
liberado pelos astrocitos na chamada sinapse multipartita (113). Mais detalhadamente,
astrocitos participam ativamente de sinapses juntamente de neurdnios, liberando
moléculas transmissoras — que por serem liberadas por células gliais, recebem ndo o nome
de neurotransmissores, mas de gliotransmissores. Dentre os exemplos de
gliotransmissores estdo o glutamato, a D-serina e o ATP, e ¢ através da sinalizagao
mediada por eles que o astrocito exerce agdes de feedback neuronal e eventualmente
modula a transmissao e plasticidade sindptica importantes para os eventos de aprendizado
e memoria, por exemplo (81).

O ATP pode ser rapidamente convertido em seu produto de metabolizagdo, a
adenosina, por meio da atividade das ectonucleotidases. O astrocito expressa
majoritariamente a NTPDase2, ectonucleotidase capaz de hidrolisar preferencialmente o
ATP em detrimento do ADP em uma relacao 30:1 e, subsequentemente, ADP em AMP
(83,114,115). Uma vez que altos niveis de ATP extracelular induzem toxicidade para o
SNC, sugere-se que a atividade da NTPDase2 em astrocitos pode ser uma importante
ferramenta do astrdcito a fim de proteger os neurdnios contra possiveis danos (114).
Astrocitos reativos sdo também uma fonte proeminente da enzima CD73 em modelo
animal de esclerose multipla através da inducdo de encefalomielite autoimune
experimental (EAE), demonstrando uma superexpressdo na enzima como um possivel
repertorio no sentido de protecdo durante situacdes inflamatérias agudas (116). Nesse
sentido, a expressdo do eixo CD39/CD73 em astrocitos torna-se um importante alvo em
patologias envolvendo vias de regulagcdo imune, como por exemplo os tumores cerebrais.

E também possivel sugerir que a expressio de receptores purinérgicos possa
modular o perfil de ativagdo de astrdcitos, estabelecendo diferentes fendtipos de astrocitos
reativos. Segundo o observado na revisdo da literatura apresentada nesta tese, a
sensibilizacdo dos receptores P1, ou seja, receptores de adenosina, do subtipo Al (A1R)

e do subtipo A2B (A2BR) em astrocitos € crucial para a manutencdo da
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viabilidade/funcionalidade neuronal e pode contribuir para o perfil A2/neuroprotetor dos
astrocitos por mediar agdes de neuroprotecdo via ativagdo da cascata do fator nuclear
kappa B (NFxB) (117,118). Em contraste, a superexpressao do receptor P1 do subtipo
A2A (A2AR) perturba a homeostase adenosinérgica e estd envolvida na degeneracdo
neuronal, representando uma condicdo classica de ativagdo A l/neurotdxica em astrocitos,
promovendo a ativagdo de microglia/toxicidade neuronal por liberacdo excessiva de
glutamato (119).

Em geral, a adenosina extracelular esta diretamente relacionada a processos
celulares como viabilidade e adaptabilidade, porém em condigdes patologicas o aumento
na concentracao desse mediador purinérgico pode estar associado ao desenvolvimento e
progressdo de doencas neurodegenerativas e, também, de tumores cerebrais (107,120).
No caso do GB, sabe-se que ha um desequilibrio no eixo CD39-CD73, marcado por uma
superexpressao da enzima CD73 nas células tumorais, que leva ao acimulo de adenosina
no meio extracelular (68). Como anteriormente demonstrado por nosso grupo de
pesquisa, o silenciamento ou a inibicdo farmacologica da CD73 utilizando o APCP ¢
capaz de diminuir o crescimento do GB in vitro e in vivo, sendo a sinalizagdo
adenosinérgica um alvo interessante para o tratamento deste tumor cerebral tdo
desafiador.

O presente trabalho sugere que o uso da CD73 como alvo terapéutico possa ser
interessante porque busca modular a expressdo dessa enzima em todas as células
presentes no TME: ndo s6 células tumorais, mas também nas células imunes de fendtipo
imunossupressor € nos astrocitos associados ao tumor. Nesse sentido, a revisdo de
literatura levanta a hipotese de que os astrdcitos reativos estao envolvidos na progressao
de tumores cerebrais, como o GB. Subsequentemente, eles podem ser corrompidos por
células tumorais e participar direta e indiretamente da formag¢do de um microambiente
promotor de suporte tumoral, assumindo um perfil ativado tipo A2, caracterizado pela
expressdo de marcadores especificos para este fenodtipo, dentre eles a proteina S700
calcium-binding protein AI10 (S100a10), e pela producdo dos mediadores anti-
inflamatorios IL-10, IFN- B, TGF e CSF, contribuindo para a imunossupressao do TME
e, por fim, para o desenvolvimento de radio-quimioresisténcia caracteristicas do GB.

Alteragdes na sinalizag¢do purinérgica, incluindo a diminui¢ao da hidrélise do ATP
e o aumento da formagdo de adenosina pelas células tumorais quando comparadas aos
astrocitos contribuem para o aumento dos niveis de ATP e de adenosina no TME

(83,121). Somado a isso, a modificacdo da expressdo e da funcionalidade dos receptores
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purinérgicos, como o P2X7 e os receptores P1 para adenosina, constitui componente
importante de desenvolvimento de resisténcia ao tratamento (68,122,123). Assim,
considerando o uso significativo da radioterapia no tratamento do GB e a relagdo com o
nivel de ATP liberado de células necréticas no local do tumor, o qual pode servir de
substrato para a formacdo de adenosina no TME, nds nos questionamos o quanto o
bloqueio farmacolégico da CD73 e a consequente diminuicao de formagdo de adenosina
poderia potencializar o efeito da radioterapia. Essa questdo foi entdo investigada no
Capitulo 2 desta tese.

De fato, a radioterapia continua sendo um dos pilares de tratamento para o GB
(48). Modalidade terapéutica clinicamente bem-sucedida e eficaz para o GB (124,125), a
radioterapia ¢ caracterizada pelo uso de radiacdo ionizante (RI) no local do tumor,
causando efeitos citotoxicos ao perturbar a integridade do DNA (126). A radioterapia tem
um papel bem estabelecido na melhoria da sobrevivéncia do paciente e no controle de
sintomas (48,127). Infelizmente, o uso de RI contra as células tumorais enfrenta a
complexidade do TME, e fatores como modificagdes na vasculatura e a presenca de
hipoxia no nicho tumoral estdo associados a uma alta incidéncia de radiorresisténcia
(128). Dessa forma, tornou-se evidente a necessidade de terapia adjuvante para
potencializar o impacto da radioterapia em pacientes com GB, logo, o segundo objetivo
deste trabalho foi determinar os efeitos da inibicdo de CD73 combinada com RI na
producdo de ATP e adenosina em linhagens de células de GB.

Inicialmente, realizamos a andlise da expressdo das ectonucleotidases CD39-
CD73, as quais sdo caracterizadas como um importante eixo de conversdo de ATP até
adenosina no meio extracelular, nas trés linhagens de GB utilizadas no estudo.
Interessantemente, as linhagens estudadas apresentaram diferentes graus de sensibilidade
frente a irradiagdo (SBGB < GL261 < CT-2A). Todas as trés linhagens celulares
escolhidas para o presente estudo sdo derivadas de camundongos C57BL-6. Embora
GL261 e CT-2A sejam linhagens de células de glioma de camundongo classicas e
completamente caracterizadas (129,130), as diferentes alteracdes genéticas dessas duas
linhagens celulares explicam a variabilidade encontrada nos niveis de CD39 e CD73 em
condi¢des basais. GL261 histologicamente se assemelha a tumores classificados como
ependimoblastomas, no entanto essa linhagem celular apresenta mutacdes genética
similares ao GB, como as relacionadas ao oncogene K-ras e no gene supressor de tumor
p53 (129). Em contraste com isso, os tumores de CT-2A s3o descritos pela alta

semelhanca com células-tronco neurais, histologicamente exibindo um fenotipo proximo
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a classifica¢do de astrocitoma de alto grau, e apresentando marcagdo positiva para p53,
GFAP, Sox9 e Sox10 (131). O SBGB ¢ uma linhagem celular gerada usando o sistema
de transposon Sleeping Beauty. Recentemente, este modelo genético tem sido utilizado
para experimentos in vitro € in vivo relacionados a resisténcia a quimioterapia e terapias
de checkpoints imunolédgicos para GB (132,133). No presente trabalho, foram utilizados
transposons para NRAS, p53 e PDGFB, todos oncogenes/repressores tumorais relevantes
relacionados a fisiopatologia do GB (134).

Observamos que na linhagem CT-2A a expressao de CD39 encontrou-se proxima
a nula, enquanto a expressdo de CD73 sofreu um relativo aumento, apesar de nao
significativo. Tais dados estdo alinhados com estudos prévios do grupo que demonstram
uma inversao no metabolismo do ATP em células tumorais quando comparadas as células
ndo transformadas, como os astrocitos. Também ¢ importante destacar que esse € o
primeiro estudo que caracteriza a expressdo em nivel de proteina do eixo CD39-CD73
nessas linhagens tumorais.

Além disso, foi demonstrado que células de uma linhagem de GB (CT-2A) apds
exposi¢do a radioterapia apresentaram uma taxa de crescimento mais lenta. Esse
fendmeno foi significativamente potencializado ap6s o tratamento com APCP, sugerindo
um efeito concomitante de 5 Gy de radiagdo e inibicdo de CD73. Esse efeito muito
interessante poderia ser explicado pela presenca de altos niveis de ATP derivados da
exposi¢do a RI. O ATP tem um papel bem descrito no ambiente extracelular como um
DAMP, sendo responsavel por sinalizar um alarme para o sistema imunologico (135).
Estudos na literatura descrevem o aumento nos niveis de ATP extracelular apds exposi¢ao
a RI como um potencial mediador de toxicidade (136). Nesse sentido, varios autores t€ém
sugerido o uso potencial de certos niveis de radioterapia para melhorar a eficicia da
imunoterapia, utilizando o ATP liberado desencadeador de respostas imunes antitumorais
no TME (137-139).

Diante do exposto, ¢ possivel observar que os dados apresentados levam ao
entendimento de que a RI aumenta a liberacdo de ATP no nicho extracelular, e o efeito
concomitante da inibicdo de CD73 combinada com irradiacdo ¢ capaz de suprimir o
crescimento tumoral por meio da reducdo da formacao de adenosina a partir da hidrélise
do ATP. Estes resultados contribuem para melhorar o efeito antitumoral da radioterapia,
langando luz sobre uma via alternativa usando a inibi¢do de CD73 como terapia adjuvante
a usualmente utilizada pela clinica. Entretanto, experimentos adicionais para melhor

compreender os mecanismos envolvidos na potencializacdo do efeito citotoxico da RI
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promovida pela inibi¢do da CD73 sdo necessarios e estdo descritos na sessdo
“Perspectivas” desta tese.

O terceiro capitulo desta tese objetivou investigar como o TME do GB afeta os
astrocitos, e se o processo de reatividade influencia a progressdo do tumor. Nosso grupo
de pesquisa tem se dedicado em investigar o papel das células ndo transformadas na
progressdo tumoral. Nesse contexto, cabe salientar que o GB ¢ um tumor altamente
heterogéneo, estando inserido em um microambiente Gnico, o SNC (140). Apesar das
células gliais, particularmente os astrocitos, serem as células mais abundantes do SNC
(10) estando presentes no TME desde o principio da tumorigénese, pouco se sabe a
respeito da sua participacdo na malignidade dos GBs.

De fato, o estudo da reatividade de astrocitos relacionada ao microambiente de
tumores cerebrais ¢ demasiadamente desafiadora, uma vez que células gliais (como os
astrocitos) e células do tumor muitas vezes apresentam expressao génica, como GFAP,
vimentina e nestina (20), e caracteristicas morfologicas semelhantes entre si, dificultando
a diferenciacdo da populagdo de células tumorais da populagdo astrocitica (141). Além
disso, os niveis circulatérios de GFAP sdo relatados como potencial indicador de
diagnéstico de GB (142).

Consistente com a complexidade funcional apresentada pelos astrocitos, Liddelow
e colaboradores propuseram um modelo de polarizacdo astrocitica, no qual os astrocitos
podem apresentar um espectro de polarizagdo tendo como extremos o fenotipo Al
(proinflamatdrio/neurotoxico) e o fendtipo A2 (antiinflamatério/neuroprotetor) (24).
Novamente, estudos na 4area de doencgas neurodegenerativas tem caracterizado a
participagdo dos astrocitos Al na progressdo da Doenca de Parkinson e da Doenga de
Alzheimer (22,24,97,100,101) enquanto, paralelamente, ha poucos estudos que abordam
o papel dos astrocitos na fisiopatologia de tumores do SNC (59,98).

A nossa hipotese ¢ a de que as células tumorais educam os astrocitos a assumir
um fenotipo tipo-A2, os quais por meio da producdo de fatores de imunossupressao e de
indutores pro-tumorais, como a adenosina, promovem a progressdo tumoral e o
desenvolvimento de radio-quimioresisténcia. Para comprovar essa suposi¢do,
primeiramente desenvolvemos uma linhagem celular de GB utilizando um sistema de
transposons chamado Sleeping Beauty. Este método consiste em induzir tumores
cerebrais espontdneos em camundongos através da injecdo intracraniana de vetores de
transposon que expressam um gene de interesse (143,144). Recentemente, este modelo

genético tem sido utilizado para experimentos in vitro e in vivo relacionados a
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investigacdo de mecanismos de resisténcia a quimioterapia e terapias de checkpoint
imunoldgico para GB (132,133,145).

No presente trabalho, foi estabelecida a linhagem denominada por ndés como
SBGB (Sleeping Beauty Glioblastoma). Para tal, foram utilizados transposons para os
genes da proteina NRAS, p53 e subunidade B do fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGFB, do inglés, platelet derived growth factor subunit B), relevantes
oncogenes/genes supressores de tumor relacionados a fisiopatologia do GB (134). A
escolha por utilizar essa linhagem celular tem como objetivo mimetizar as alteragdes
moleculares de tumores de pacientes, mas além disso permite com que o tumor seja
formado espontaneamente, aumentando a similaridade com o que ocorre nos pacientes.
Ademais, vale destacar que essa tecnologia permite recriar também um ambiente bastante
parecido com o TME de GBs humanos, com a complexidade do infiltrado imune
caracteristico, vantagem que ¢ amplamente descrita em outros trabalhos da literatura que
também utilizam o modelo animal baseado no sistema de transposons Sleeping Beauty
(146). Dessa forma, foi possivel compreender melhor como a comunicagdo entre células
tumorais, infiltrado imune ¢ astrocitos ocorre, de forma a estabelecer como as relagdes
entre esses trés pilares fortalecem a progressdao do GB.

O procedimento foi conduzido segundo a literatura (143,146). Resumidamente,
filhotes de C57BL-6j com 1 a 2 dias de idade (n=10), sob anestesia hipotérmica, foram
injetados intracranialmente com plasmideos na regido intraventricular. A transfec¢do foi
realizada utilizando o reagente de entrega de DNA compativel com experimentos in vivo.
Os seguintes plasmideos de DNA foram utilizados para induzir alteragdes genéticas
relacionadas ao GB: pT2/C-Luc/PGK-SB13 pT2/shP53/GFP/mPDGFB e pT/CMV-
NRAS (os dois tltimos plasmideos gerados no laboratério do Dr. Gary Kohanbash).

Ap6s 24 horas da inje¢@o dos plasmideos, a intensidade de bioluminescéncia in
vivo (BLI) foi avaliada, e o ponto final foi definido quando os animais apresentaram um
sinal forte de BLI e sinais clinicos como perda de peso corporal e prostragdo (no 42° dia),
demonstrando a presenca do tumor. Os animais entdo foram sacrificados, e o cérebro foi
coletado e submetido a dissociagdo enzimatica. As células em suspensdo provenientes
dessa dissociagdo foram colocadas em condi¢des de cultivo celular. Todo o procedimento
estd descrito em detalhes na secdo de métodos do manuscrito numero 3 desta tese. Apds
ser estabelecida a linhagem celular SBGB, as células foram entdo implantadas em

camundongos adultos.
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No vigésimo dia apds a injecdo, os animais foram eutanasiados e o cérebro foi
coletado. As amostras foram coletadas e divididas em grupos experimentais da seguinte
forma: tecido do cérebro de camundongos saudaveis (1), do hemisfério ndo-tumoral (2),
e da area do tumor e peritumoral (3). Os astrocitos da regido peritumoral e do hemisfério
livre de tumor foram submetidos a andlise de sequenciamento de RNA de célula unica
(Single-cell RNA sequencing - scCRNAseq). Astrocitos isolados de animais livres de tumor
foram considerados controle. Para superar o desafio de separar os astrocitos das células
de GB para a posterior realizagdo do scRNAseq, o marcador ACSA-2 foi empregado.

ACSA-2 ¢ a abreviacdo para astrocyte cell surface antigen-2 (tradugdo livre:
antigeno de superficie celular de astrocitos-2) e ¢ um marcador utilizado para o
isolamento de astrocitos de camundongos jovens e adultos. Os astrocitos ACSA-2*
apresentam co-expressdo de outros marcadores astrocitarios, como GFAP, S1008,
ALDHIL1 e GLAST, e, interessantemente, sdo mais amplamente expressos em astrocitos
do que o GFAP (20). De acordo com os dados apresentados no manuscrito, a populagdo
de astrocitos ACSA-2" em todos os grupos experimentais também apresentou expressao
de varios marcadores astrocitarios, como Solute Carrier Family 1 Member 2 (SLC1A2),
proteina NDRG membro 2 (NDRG2), e GFAP, reforcando a identidade astrocitaria
dessas células. Além disso, ndo foi observada expressdo de marcadores associados a
outros tipos celulares, como microglia e oligodendrdcitos, consistente com a pureza em
astrocitos da populacdo de células isoladas por sorting.

Subsequentemente, a variedade de 7 clusters diferenciais no grupo experimental
de astrécitos saudaveis demonstrados pelos resultados obtidos no presente estudo
evidenciou o papel crucial dos astrdcitos em varias vias associadas a homeostase do SNC,
como as vias de organizagdo de sinapses, fosforilagdo oxidativa e respiragdo celular em
geral e processos de diferenciacdo de células gliais. Ademais, os astrocitos saudaveis
(isolados de animais controle que nio receberam o implante das células tumorais) e os
astrocitos isolados da hemisfério ndo-tumoral apresentaram-se muito semelhantes,
enquanto os astrocitos da amostra coletada na regido tumoral e peritumoral expressaram
um perfil transcricional diferente.

Astrocitos isolados de animais controle ou do hemisfério ndo-tumoral apresentam
enriquecimento dos clusters 1; 3; 4; 5; 7; 8; 11. Pegando como exemplo, o cluster 3 ¢é
caracterizado pelas vias de sinalizacdo que controlam a organizacdo de sinapses,
sugerindo por exemplo envolvimento com a sinaptogénese, formagdo da memoria e

aprendizado. Ja os astrdcitos-associados ao tumor apresentam enriquecimento dos
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clusters 2; 6; 9; 10; 12. A maioria desses clusters revelam estar associados a func¢des
relacionadas ao processo de reatividade do astrdcito. Dentre os clusters associados ao
tumor, destacam-se os clusters 2 e 6. Esses dois clusters foram escolhidos para a discussao
porque, além de eles demonstrarem a plasticidade do astrdcito reativo por se tratar de dois
fenotipos com perfis de expressao muito diferentes entre si, eles também representam
populagdes fenotipicas de astrocitos que se encontram em grande niimero na amostra.

Mais especificamente, sugere-se que o cluster 2 estaria associado ao astrdcito do
tipo-A2, apresentando expressdo de proteinas relacionadas a organizacdo e “limpeza” de
sinapses, também chamado de pruning de sinapses, incluindo as proteinas Camkld
(proteina quinase dependente de calcio/calmodulina tipo 1d), Gfap e Actb (Actina beta).
E possivel verificar um perfil semelhante nos cluster 9 e 10, onde no cluster 10 é possivel
verificar até o envolvimento de processos relacionados a formagao da cicatriz glial, por
causa do aumento na expressdo de vimentina nesses astrocitos. Entretanto esses dois
ultimos clusters, apesar de revelarem-se especificos nas populagdes do TME, estdo em
menor numero quando comparadas com o cluster 2. Ja relacionado ao cluster 6, propde-
se que este seja um astrocito ativado em um perfil tipo-A1l, um perfil classico de ativagao
(24). Além de demonstrar aumento na expressdao de vias bioldgicas ligadas a resposta
celular frente ao lipopolissacarideo, como a expressao de CD14, ha o envolvimento com
o recrutamento de células imunes, acdo de grande importancia para a formagao do TME
caracteristico do GB. Esse mesmo perfil fenotipico pode também ser visualizado no
cluster 12.

Considerando que o perfil de expressdo génica dos astrdcitos purificados de
cérebro de animais controle ¢ similar ao dos astrocitos isolados do hemisfério livre de
tumor, os resultados do manuscrito 3 sugerem que hé a necessidade de um contato mais
proximos entre as células tumorais e os astrdcitos para que o crosstalk entre essas células
seja efetivo. Entretanto, ha a necessidade de realizacdo de experimentos adicionais para
se comprovar essa hipotese.

Além disso, o impacto da sinalizacdo mediada pela adenosina na modulagao do
fendtipo dos astrocitos-associados ao tumor sera melhor investigada, conforme descrito
nas perspectivas dessa tese. Nesse sentido, dados preliminares de animais implantados
com tumor e tratados com o inibidor farmacologico da CD73 (APCP) foram incluidos no
Anexo II desta tese. A ilustracdo contendo o design do tratamento encontra-se também
em anexo a tese. A andlise do tamanho do tumor indica que os animais que receberam o

tratamento com o APCP, e, portanto, tiveram o bloqueio da via de formag¢ao de adenosina,
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tiveram tumores de menor tamanho quando comparados a animais do grupo controle,
sugerindo que o tratamento com o bloqueador de CD73 teve efeitos relevantes na
modificacdao da progressdo do tumor e, possivelmente, no perfil do TME. Os dados do
scRNAseq ainda estdo em fase de analise preliminar e serdo mais bem explorados para a
sua posterior publicacdo.

Em outras palavras, os dados apresentados no capitulo 3 da presente tese
demonstraram o impacto do TME no desenvolvimento de populagdes distintas de
astrocitos reativos no GB, relacionadas tanto ao perfil do tipo-Al, classico e pro-
inflamatorio, quanto ao tipo-A2, relacionado a regeneracdo tecidual e organizac¢do de
sinapses. Consistente com a literatura existente, foi observada uma correlagdo entre vias
inflamatorias e os padrdes especificos de ativacdo dos astrocitos, como a
presenga/expressao de vias relacionadas a resposta celular aos lipopolissacarideo.
Ademais, sugere-se que a proximidade com o tumor seja carater obrigatdrio para que haja
o processo de ativacdo efetiva do astrocito.

A partir dos resultados expostos nos trés capitulos desta tese, ¢ possivel propor
que sinalizacdo purinérgica/adenosinérgica ¢ uma via importante para a polarizagao
astrocitica, podendo ser utilizada para a classificacdo Al e A2 de astrécitos. Além disso,
o uso da via adenosinérgica como alvo terapéutico prova-se potencialmente interessante
para o GB, ja que essa proteina/enzima se mostra importante tanto para a biologia tumoral
como para as células associadas ao tumor presentes no TME, dando suporte ao mesmo.

Em adi¢do a isso, hd evidéncias de que a inibi¢do da CD73 em conjunto com a
exposicao a radiagdo ionizante possua um interessante efeito concomitante na diminui¢ao
da sobrevivéncia das células tumorais. Os resultados demonstrados no capitulo 2 dao
suporte para a modulacdo da via adenosinérgica como um alvo biologico para o
tratamento do GB, ferramenta que apresenta um imenso potencial de transla¢do para a
clinica, j& que todos os pacientes com GB sdo submetidos ao tratamento radioterapico.
Além disso, o bloqueio da sinaliza¢do adenosinérgica representa a tentativa de contornar
um problema comum relacionado ao tratamento usual - o desenvolvimento de
radioressisténcia — e da esperanga aos pacientes que a mais de trés décadas ndo possuem
alternativa terapéutica eficaz que traga maior sobrevida.

Os dados de scRNAseq obtidos a partir de amostras de animais controle
contribuem para um melhor entendimento da heterogeneidade que os astrocitos
apresentam em um contexto fisiolégico que, nas nossas condi¢des experimentais, foram

classificados em 12 diferentes clusters. Os resultados presentes nesta tese também tornam
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possivel propor que, coerente com a literatura, os astrécitos associados ao tumor tenham
caracteristicas mistas de astrocitos Al e A2, sob um espectro de ativagdo que respeita a
complexidade que o TME possui. Adicionalmente, a comparagdo entre astrocitos-
associados ao tumor e astrécitos do hemisfério sem tumor sugerem que ha a necessidade
de proximidade entre astrocitos e GB para que o crosstalk/modulacgdo seja efetiva. Nesse
sentido, o presente estudo representa um esfor¢o pioneiro na caracterizagao dos perfis de
ativacdo dos astrécitos usando um modelo animal de inducdo de GB com uma melhor
representacdo do ambiente imunolégico complexo do TME, e que a partir dos dados
obtidos ¢ possivel dizer que os astrocitos sdo efetivamente modulados pelo tumor,

podendo ser considerados como alvos para a terapia anti-GB.
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CONCLUSAO

Os resultados dessa tese destacam os efeitos da modulacdo da via adenosinérgica
em diferentes parametros da progressao do GB. Por meio de extensa analise critica da
literatura, foi possivel estabelecer o estado da arte relacionado ao envolvimento do
sistema purinérgico e a ativagdo de astrocitos, bem como o delineamento do perfil de
expressao de enzimas e receptores purinérgicos de acordo com os diferentes fenotipos de
astrocitos ativados.

A partir dos dados gerados pela presente tese, foi também possivel delimitar os
efeitos da adenosina na resisténcia in vitro ao tratamento com radiacdo ionizante,
demonstrando o potencial uso da enzima CD73 como alvo para melhorar a eficicia da
radioterapia. Em adi¢do a isso, os efeitos da comunicacdo entre células tumorais e
astrocitos associados ao tumor provenientes do microambiente tumoral de glioblastomas
foram descritos através do uso de ferramentas de andlise de expressdo por meio da
ferramenta de Single cell RNA-seq.

Em suma, nossos resultados contribuem para o estabelecimento do papel dos
astrocitos associados ao tumor no GB. Os dados obtidos aqui demonstrando as
caracteristicas adaptativas dos astrocitos e a excepcional plasticidade dessa célula no
SNC, além das consequéncias do intercdmbio de astrécitos e células tumorais na
imunomodulacdo do TME. Através de uma perspectiva inovadora, o presente trabalho
demonstra o potencial da via adenosinérgica como novo alvo para a otimizagdo da
eficiéncia terapéutica do tratamento desse tumor agressivo e de baixa sobrevida na
populacdo. Nossos dados também apontam para o astrocito como um dos elementos
participantes da progressao tumoral, merecendo uma atengdo especial no design de novas

modalidades terapéuticas para o GB.
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PERPECTIVAS

Diante dos resultados obtidos na presente tese, ¢ possivel delinear novos
objetivos especificos a fim de explorar ainda mais as implicagdes da modulagdo da via
adenosinérgica no processo de reatividade de astrocitos presentes no TME do GB. O
nosso trabalho foi capaz de estabelecer uma base so6lida na area por meio da publicag¢do
de um artigo de revisdo analisando o estado da arte relacionado ao envolvimento de
parametros purinérgicos na ativacao de diferentes fenotipos de astrécitos. A realizacdo
deste trabalho foi motivada pela caréncia de literatura acerca do tema, combinada com a
ocorréncia da pandemia da COVID-19, que levou a interrupg¢ao das atividades presenciais
nos laboratorios de pesquisa da Universidade.

A publicagdo revelou-se de sucesso, com insights valiosos e perguntas
promissoras que ficam em aberto para serem exploradas apods a realizagdo desta tese.
Embora a participagdo dos astrocitos na biologia do SNC tenha sido bem estabelecida,
ndo h4d um consenso sobre a polarizagdo astrocitaria em diferentes fenotipos de acordo
com a natureza da lesdo, nem especificamente como esse processo ocorre nos tumores
cerebrais. Estudos adicionais sdo necessarios para descrever melhor suas caracteristicas
completas e principais aspectos em relagdo a ativacdo frente a diferentes distirbios
envolvendo componentes imunoldgicos. Além disso, estudos sobre a polarizagdo
astrocitaria sdo necessarios para entender se diferentes condi¢cdes de lesdo levam a
producdo de diferentes subpopulacdes de astrécitos Al/neurotdxicos e
A2/neuroprotetores, ou a estagios de transi¢do até que o estado celular completamente
reativado seja alcancado. Além disso, poucos estudos tém se concentrado na ligagao entre
sinalizagdo purinérgica e a participagao dos astrocitos na constitui¢do do nicho tumoral.
Considerando o papel-chave da sinalizagdo adenosinérgica na fisiopatologia do GB, a sua
acdo terapéutica deve ser mais bem descrita, bem como a relacdo que a liberagdo de
adenosina no meio extracelular possui com o processo de ativagdo de astrocitos.

Nesse sentido, o segundo capitulo desta tese traz como principal achado o efeito
concomitante da radiagdo ionizante e do bloqueio farmacologico da enzima CD73 através
da administragdo de APCP. Foi observada a taxa de crescimento de diferentes linhagens
celulares de GB, avaliando assim a resisténcia das células tumorais frente o tratamento
radioterapico. Diante disso, torna-se interessante aprofundar os conhecimentos acerca dos
efeitos ndo s6 no crescimento das células tumorais, mas também nos astrocitos associados

ao tumor.
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A radioterapia ¢ amplamente utilizada pelos pacientes diagnosticados com GB,
e possui modalidades de tratamento que combinam ciclos recorrentes de exposicao a
radiagdo ionizante (147). Uma vez que a reincidéncia pode estar associada com possiveis
danos as células do SNC (148), tem-se a perspectiva de investigar os possiveis danos
relacionados a radiagdo ionizante as células saudaveis que permanecem no tecido apos a
excisdo cirurgica do tumor. Através da realizacdo de mais experimentos, o objetivo sera
determinar a relagdo entre a ativagdo do astrécito apds a exposi¢do ao estresse da
radioterapia e a reincidéncia do GB nos pacientes.

Em relacdo ao capitulo final desta tese, a escolha em apresenta-lo na forma de
um manuscrito em preparacdo justifica-se devido a nossa perspectiva de aprimorar a
analise dos dados gerados pelo Single cell RNA-seq a fim de produzir uma publica¢do
inovativa, de alto impacto e com extrema relevancia no meio. O conjunto de dados
apresentados foi gerado a partir de uma técnica de enriquecimento da amostra, que foi
realizada no intuito de investigar as caracteristicas especificas de astrocitos isolados de
tecido saudavel, comparando-as aos astrdcitos obtidos a partir de amostras de tumor.

Além deste primeiro grupo de dados analisados no terceiro capitulo desta tese,
estdo em fase de processamento novos dados relativos a um novo experimento utilizando
Single cell RNA-seq de amostras de tumor obtidas a partir de animais do mesmo modelo
animal in vivo de indu¢do de GB (a partir da injecdo estereotdxica de células de uma
linhagem de GB), mas agora tratados ou ndo com APCP, o bloqueador farmacolédgico de
CD73 também utilizado no capitulo 2 desta tese. Em anexo nesta tese ¢ apresentado
resultados preliminares promissores demonstrando que os animais tratados com APCP
apresentaram tumores significativamente menores em relacdo aos animais do grupo
controle negativo ao final de 20 dias de tratamento. Nesse sentido, ¢ proposto como
perspectiva a analise da expressdo génica gerada a partir das amostras de tumor destes 2
grupos experimentais, no sentido de investigar as diferencas no perfil das células imunes
presentes no TME dos animais em que a producao de adenosina foi bloqueada.

Também ¢é proposto como perspectiva desta tese a retomada de objetivos
especificos propostos no projeto de doutorado que nao puderam ser concluidos durante o
periodo devido a fatores externos, como por exemplo a ocorréncia da COVID-19.
Encontra-se em anexo nesta tese o trabalho de conclusdo de curso da aluna Maria Paula
de Medeiros, que teve seu trabalho coorientado durante a realizacdo desta tese. Os
experimentos realizados pela aluna tiveram como objetivo padronizar uma cultura de

astrocitos corticais a partir de camundongos neonatos para a realizacdo de estudos de
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analise de polarizacdo astrocitica in vitro. Em anexo encontra-se a capa do trabalho com
o titulo do projeto, o resumo, os objetivos (geral e especificos), métodos e os resultados
obtidos.

A partir dos dados levantados no trabalho de conclusdo de curso da aluna, foi
possivel estabelecer e padronizar o cultivo de astrocitos primarios de camundongos, com
células vidveis e marcadas positivamente com o GFAP, como ¢ possivel observar nas
imagens das culturas contidas no trabalho. Também foi possivel verificar que o
tratamento com os indutores de fenotipos reativos de astrocitos escolhidos, o LPS e o
TGFB combinado & IL-10, nio demonstrou citotoxicidade no ensaio de MTT. E
importante lembrar que os testes realizados serviram como ponto de partida para avaliar
a resposta astrocitaria. Esses ensaios preliminares sdo de extrema importancia, pois
garantem cé¢lulas viaveis para futuros ensaios com astrocitos frente a esses tratamentos.

Diante do exposto, propde-se como perspectiva ao trabalho realizar novos
experimentos no sentido de melhor delimitar os fenotipos Al e A2 de astrdcitos reativos,
bem como realizar ensaios de viabilidade celular mais especificos, uma vez que o ensaio
de MTT revela dados de forma indireta, a partir da quantificacdo da atividade das
desidrogenases mitocondriais. Ap6s delimitar os fenotipos, a ideia € que se investigue o
processo de ativacdo dos astrécitos associados ao tumor por meio tanto de co-cultivo
direto de astrocitos e linhagens celulares de GB, como por cultivo de astrdcitos em meio
condicionado de GB, a fim de comparar com os fendtipos cldssicos Al a A2. Com esse
experimento, buscamos trazer resultados que corroborem para a hipotese de espectro de

ativacdo, onde sera possivel observar tragos dos dois fen6tipos.
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Anexo II: Design experimental e resultados parciais estudo in vivo da administracio

de APCP em camundongos

Days0_

APCP treatment ( 1pg/kg/i.c.v.)

6
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20 21
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IVIS imaging for tumor quantification
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implantation

Figure 1: Experimental timeline.
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Figure 2: (A) Weight track of animals from negative control and treated with APCP. (B) Luminescence
intensity of tumors across the days and (C) on day 20. Data are presented as mean £SEM, *p < 0.05; ***p
<0.001, in (B) two-way analysis of variance (ANOVA) with Sidak’s multiple comparison test, and in (C)
unpaired t test.
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Anexo II1: Trabalho de Conclusao de Curso aluna Maria Paula de Medeiros
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RESUMO

DE MEDEIROS, Maria Paula. Padronizacio de uma técnica de cultura primaria para
o estudo dos astrdcitos associados ao glioblastoma. 2023. Trabalho de Conclusdo de
Curso (Graduacao) — Farmacia. Universidade Federal das Ciéncias da Satide de Porto
Alegre. Porto Alegre, 2023.

Os astrocitos sdo células gliais essenciais para o bom funcionamento do SNC,
participando da barreira hemato-encefélica, regulagdo metabdlica e neurotransmissao.
Em cenario de injuria cerebral, essas células passam por um espectro de ativagdo,
podendo adquirir dois fendtipos distintos, Al e A2. O perfil A1, também conhecido como
neuroinflamatorio, pode ser ativado por LPS enquanto o perfil A2, conhecido como
neuroprotetor, pode ser ativado por IL-10 e TGFB. O glioblastoma ¢ um tumor
extremamente agressivo que acomete o SNC e pode desencadear esse processo de
ativacdo astrocitaria. Tendo em vista possibilitar o estudo dos astrocitos frente ao
glioblastoma, o objetivo do presente trabalho foi padronizar uma cultura de astrocitos
corticais a partir de camundongos da linhagem C57/BL-6 neonatos. A partir da
padronizagdo e verificagdo da pureza da cultura, foram realizados ensaios de
imunocitoquimica e MTT para apurar a viabilidade celular dos astrocitos frente ao LPS
(como modelo de indug¢do de perfil A1) e ao conjunto de IL-10 e TGFf (como modelo de
inducao de perfil A2). Os resultados obtidos mostraram que ao submeter os astrocitos aos
tratamentos, a viabilidade celular ndo foi afetada, possibilitando o uso desses protocolos
de padronizacdo e indu¢do de fenotipos para futuros trabalhos do grupo. O estudo dos
astrocitos associados ao glioblastoma possibilitam abrir caminho para novas propostas de
alvos e terapias com base em seu potencial terapéutico.

Palavras-chave: Cultivo celular primario. Astrocitos. Astrogliose Reativa.
Glioblastoma. Microambiente Tumoral.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Padronizar uma cultura de astrocitos corticais a partir de camundongos neonatos

para a realizac¢do de estudos de andlise de polarizagdo astrocitica.

3.1.1 Objetivos Especificos

1. Padronizar o protocolo de realizagdo de culturas primarias de astrocitos corticais
a partir de camundongos neonatos da linhagem C57/BL-6.

2. Realizar uma andlise qualitativa do grau de pureza das culturas de astrocitos
produzidas utilizando a proteina GFAP como marcador.

3. Avaliar a viabilidade celular das culturas primarias de astrdcitos frente a inducdo
dos fenotipos Al e A2, utilizando o tratamento com LPS e a combinagao de TGFf

e IL-10, respectivamente.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais
Os materiais utilizados para a realizacdo desse estudo estdo apresentados na Tabela 1
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(abaixo). Os demais solventes e outros reagentes niao citados na tabela sdo de grau

analitico.

Tabela 1. Materiais utilizados.
Reagente Marca Numero de
identificacao

Cultura celular

DMEM- Dulbecco’s modified Eagle’s high glucose |Gibco (Gibco BRL, Gaithersburg, (11965084
Marvland, USA)

HEPES- Acido 4- (2- hidroxietil) piperazina- 1- Sigma (Sigma Chemical Co., St. 7365-45-9

etanossulfonico. N- (2- hidroxietil) piperazina- N ' |Louis, MO, USA)

- (acido 2-etanossulfonico)

Sodium bicarbonate (NaHCO3) Neon Comercial Ltda, BRL 1715

Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco (Gibco BRL, Gaithersburg, |12657-029
Maryland, USA)

Fungizone Gibco (Gibco BRL, Gaithersburg, |15290- 018
Marvland, USA)

Penicillin/streptomycin Gibco (Gibco BRL, Gaithersburg, |15140-122
Maryland, USA)

|Imunoci(oquimica

DAPI - 4',6-diamidino-2-phenylindole Molecular Probes — Life D-3571
Technologies

AntiGFAP antibody clone 2E8 rabbit monoclonal |Sigma (Sigma Chemical Co.. St. ZRB2383
Louis, MO, USA)

Anti-rabbit Alexa 555 LifeTechnol (LifeTechnologies, A21428
Carlsbad, California, USA)

Solugdo bloqueadora 7% SFB | 0.2% Tween 20 | q.s.p. X
PBS filtrado

PBS Ix 100mL | milliQ water / 0.8g NaCl, X
0.02g KCI1, 0.115g Na2HPO4 &
0.02g KH2PO4 pH 7.4

LPS - lipopolissacarideo Sigma (Sigma Chemical Co., St. L2630
Louis, MO, USA)

Recombinant Mouse TGF-B1 (carrier-free) BioLegend (BioLegend, San Diego, (763102
California, USA)

Recombinant Murine IL-10 Peprotech (PeproTech, Inc. 210-10
England)

Fluoromount-G Invitrogen (Waltham, 405802
Massachusetts, USA)

IMTT

MTT - Adenosine-monophosphate (AMP), Sigma (Sigma Chemical Co.. St. M2128

3.(4.5-dimethyl)-2.5diphenyl-tetrazolium bromide |Louis, MO, USA)

salt

Dimetil Sulfoxido PA (DMSQO) Nuclear 311734

|0utros

Poli-L-lisina

Sigma (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA)

P1274-25MG

Cloreto de sodio P.A. (NaCl)

Nuclear

319290

Cloreto de potassio PA. (KCI)

Dindmica (Indaituba, SP, Brasil)

1526

Fosfato de s0dio bibasico anidro (Na2HPO4)

Dinamica (Indaituba, SP, Brasil)

P.10.0513.012.09.3
0

Fosfato de Potassio monobasico anidro P.A. Nuclear 311860
(KH2PO4)
Glicose-D Anidra PA. (C6H1206) Nuclear 316508

Sulfato de Sodio Anidro P.A. (Na2S04)

Synth (Diadema, S3o Paulo, Brasil)

0152032.01.AH

Fonte: Autoria propria, 2023.
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4.2. Métodos
4.2.1 Uso de animais

O projeto foi previamente aprovado pela CEUA (Comissio de Etica no Uso de
Animais) e possui parecer nimero 653/19, obedecendo a resolucao 38/2018 da CONSEA
(Conselho Nacional de Controle e Experimentagdo Animal) sobre os parametros de bem-

estar animal.

4.2.2. Metodologia aplicada para atender o Objetivo especifico 1: Padronizar o protocolo
de realizagdo de culturas primérias de astrdcitos corticais a partir de camundongos
neonatos da linhagem C57/BL-6.

Para o atendimento do objetivo especifico 1, os astrdcitos corticais foram obtidos
a partir de camundongo C57/BL-6 neonatos (1-3d), segundo o protocolo descrito em
Schildge et al. (2003) com pequenas modificagdes. Brevemente, os animais foram
eutanasiados por decapitagdo utilizando uma tesoura cirurgica e o cérebro foi isolado e
mantido em CMF (solucdo tampdo livre de calcio e magnésio; pH 7,4) gelado para
manuten¢do da viabilidade celular. Posteriormente, o cortex foi isolado e as meninges e
os vasos sanguineos foram cuidadosamente removidos utilizando micro pingas. Os cortex
foram entdo dissociados mecanicamente através de pipetagem continua até ndo se
observar grumos de tecido. As células obtidas a partir de 3 - 5 animais foram
centrifugados (10 min; 300 g), contadas em camara de Neubauer com o corante trypan-
blue e semeadas (aproximadamente 25 milhdes de células/garrafa) em meio DMEM/10%
SFB em uma garrafa de cultivo de 75 cm? previamente tratada com poli-L-lisina,
conforme descrito abaixo. As células foram cultivadas em DMEM suplementado com
10% SFB (pH 7,6) e mantidas em incubadora sob condi¢des de temperatura, concentragdo
de CO; e umidade controladas, 37°C, 5% e saturacdo, respectivamente (incubadora
Thermo Scientific 4131) (Figura 5). O meio das células foi trocado 1 dia apds o semeio,
e depois a cada 3 dias até a maturagdo celular, caracterizada pela formagdo de uma
monocamada de astrocitos (19-21 dias). Durante o tempo de crescimento, entre os dias 7-
8 foi realizado o shake das culturas (300 g durante 30 minutos a 37°C; Orbital Shaker -
Fisher Scientific), a fim de separar a microglia da cultura, aumentando a pureza em
astrocitos. O sobrenadante contendo a microglia ativada foi descartado. Apds, foi
adicionado 3 mL de tripsina durante 5 minutos, a fim de soltar os astrocitos do fundo da

garrafa. A tripsina foi inativada com 10 mL de meio DMEM/10% SFB e a amostra foi
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centrifugada (10 min; 300 g). Apos, o volume foi dividido igualmente entre duas garrafas
de cultivo de 75 cm? e mantidas novamente em incubadora (Figura 6).

Preparo das garrafas com poli-L-lisina: primeiramente a poli-L-lisina (Tabela 1) foi
aliquotada no volume de 1 mL em eppendorf de 1,5 mL e mantida sob refrigeracao a -20
°C. Para cada garrafa de 75 cm?, foi utilizada uma aliquota de poli-L-lisina diluida na
propor¢ao 1:1000 em agua milli-Q. A garrafa foi mantida na incubadora durante 40
minutos e apos esse tempo o volume foi retirado e a garrafa seca voltou para a incubadora

até receber as células. Esse processo foi realizado no dia anterior ao dia da eutanasia.

Figura 5. Workflow do cultivo primério de astrocitos de camundongo C57/BL6. Baseado em Schildge et.
al., 2013.

-
‘ \
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Camundongo C57/ Decapitagdo Cértex em Troca de meio:

" - usando tesoura solugdo tampao Garrafa de cultivo de 75 1 dia apés o semeio
BL-6 neonatos (1 - 3d) cirtrgica cm? previamente tratada 3 - 3 dias até maturagao
com poli-L-lisina celular (19-21 dias)

Fonte: Autoria propria, 2022 - adaptado de Bio Render.

Figura 6. Workflow do shake do cultivo primario de astrocitos de camundongo C57/BL-6. O shake deve

ser realizado durante o 7° ou 8° dia do cultivo. Baseado em Schildge et. al., 2013.
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Fonte: Autoria propria, 2022 - adaptado de Bio Render.
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4.2.3. Metodologia aplicada para atender o Objetivo especifico 2: Realizar uma anélise
qualitativa do grau de pureza das culturas de astrécitos produzidas utilizando a proteina
GFAP como marcador.

Apds a padronizagdo do método de isolamento, foi realizado o ensaio de
imunocitoquimica, utilizando GFAP como marcador especifico para astrocitos (Figura
7). Para esse ensaio, também foi utilizado o protocolo descrito em Schildge et. al (2003),
com algumas modifica¢des. Os astrocitos foram tripsinizados e semeados (100.000
células/coverslip) em coverslips de 15 mm de diametro previamente preparadas com poli-
L-lisina e cultivados em meio DMEM/10% SFB por 72h. Ap6s, o meio de cultura foi
retirado, as células foram lavadas 2x cuidadosamente com PBS e foram fixadas com PFA
4% tamponado durante 15 minutos. O PFA 4% foi removido, as células foram novamente
lavadas 2x com PBS e foram submetidas ao protocolo de bloqueio com uma solugdo
bloqueadora (7% SFB, 0,2% Tween 20 e gsp PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente.
Ap0s, foi realizada incubagao com anticorpo primario anti GFAP (Tabela 1), diluido na
proporcao 1:100 overnight, a 4°C em camara imida. Apos, as células foram lavadas 3x
com PBS filtrado durante 10 minutos e foi adicionado o anticorpo secundario anti-rabbit
Alexa 555 (Tabela 1), diluido na propor¢do 1:500 durante 1 hora em temperatura
ambiente. As células foram novamente lavadas 3x com PBS filtrado durante 10 minutos
e foi realizada a coloragdo com DAPI (Tabela 1), diluido na propor¢do 1:10.000 para
marcac¢do do nucleo celular. Novamente, as células foram lavadas com PBS filtrado 2x
durante 10 minutos e foi realizada a montagem da lamina utilizando Fluoromount G
(Tabela 1). As laminas foram armazenadas em camara escura e fria at¢ o momento da

realizagdo da captura das imagens realizada no microscopio Leica - modelo dm6b.

Figura 7. Workflow do cultivo primario de astrdcitos e posterior analise do marcador GFAP pela técnica

de imunocitoquimica.
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Fonte: Autoria propria, 2022 - adaptado de Bio Render
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4.2.4. Metodologia aplicada para atender o Objetivo especifico 3: Avaliar a viabilidade
celular das culturas primdrias de astrocitos frente a indugdo dos fendtipos Al e A2,
utilizando o tratamento com LPS e a combinacao de TGFf e IL-10, respectivamente.

Os astrocitos obtidos a partir de cultivo primario de camundongos C57/BL-6
foram semeados em converslips (100.000 células/coverslip) durante 72h e entdo
submetidos aos seguintes protocolos: 1) administragdo de LPS (10ng/mL) para inducgdo
de perfil Al durante 72h e ii) administragcdo de IL-10 (10 ng/mL) + TGF beta (1 ng/mL),
para indugdo de perfil A2. Os astrocitos foram entdo submetidos a0 mesmo protocolo de

imunocitoquimica ja citado acima (item 4.2.4).

Para verificar a viabilidade celular, foram semeadas 20.000 células por pogo em
uma placa de 48 pocos (Figura 8). As células cresceram na placa durante 72h e depois
foram submetidas aos seguintes tratamentos, em quadruplicata: i) grupo controle:
mantidos com DMEM/10% SFB, ii) administragdo de LPS (10 ng/mL) para inducdo de
perfil Al e iii) administragdo de IL-10 (10 ng/mL) + TGF beta (1 ng/mL) para indugdo
do perfil A2. Entdo, foi realizado um ensaio de MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-
il-2,5-difeniltetrazolio). Essa técnica permite avaliar a atividade das desidrogenases
mitocondriais via redu¢do da molécula de MTT em um sal insoluvel - cristal de formazan
(Vistica, 1991). O ensaio foi realizado nos tempos de 24h, 48h, 72h e 96h para todos os
grupos. A absorbancia foi medida em 492 nm. Os dados foram expressos como
absorbancia (média + desvio padrdo). Os graficos e a analise estatistica foram realizados

utilizando o programa Prism GraphPad Software (San Diego, USA).

Figura 8. Esquema de organizagdo da placa de 48 pogos para o ensaio de MTT.
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Fonte: Autoria propria, 2023 - adaptado de Bio Render
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5. RESULTADOS

5.1. A padronizac¢io do protocolo de culturas primarias de astrdcitos corticais a
partir de camundongos neonatos da linhagem C57/BL-6 foi realizada com
sucesso.

A Figura 9 apresenta imagens representativas do desenvolvimento da cultura de
astrocitos de camundongo desde o semeio das células até a maturagdo apos 3 semanas de
cultivo. Para este cultivo, foi utilizado a porcao cortical de 5 animais neonatos (3 dias de
vida). O cultivo foi realizado em garrafas de 75 cm? e a quantidade de células semeadas
foi de aproximadamente 21,2 x 10°, relativo ao rendimento total obtido apds o isolamento.
O shake foi realizado no sétimo dia. Ao atingir a maturidade (20 dias), as células foram
tratadas e o restante foi devolvido a garrafa. Foi realizado acompanhamento pés semeio,
no qual a duragdo da cultura foi de 49 dias (7 semanas). Ao final do tempo preconizado
de cultivo (20 dias) foi possivel observar a predominancia de células com a morfologia
caracteristica de astrdcitos, indicando a importancia da etapa de shake para a remogao de
microglia. Além disso, conclui-se que a etapa inicial de limpeza do tecido cortical
(remogao de vasos sanguineos e de meninges) foi realizada de forma assertiva, uma vez

que a cultura ndo apresenta contaminacao com fibroblastos.
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Figura 9. Imagens representativas do cultivo de astrocitos primarios de camundongos C57/BL-6 ao longo

do tempo conforme indicado. Magnificancia: 20x.
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5.2. Analise qualitativa do grau de pureza das culturas de astrocitos produzidas
utilizando a proteina GFAP como marcador.

Com o intuito de verificar o grau de pureza das culturas de astrdcitos produzidas,
realizamos experimentos de imunocitoquimica utilizando a proteina GFAP como
marcador (Figura 10). Neste ensaio, foi possivel observar os astrocitos presentes na
cultura. A marcacdo com fluoréforo azul (DAPI) permite identificar a localizagdo dos
nucleos celulares e a marcagdo com fluor6foro vermelho (Alexa 555) indica onde ha

presenga de GFAP, proteina que compde o citoesqueleto dos astrdcitos. Portanto, quando
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observamos a presenca de nucleos celulares marcados em azul acompanhados por uma
rede de filamentos vermelhos, podemos presumir que essa cultura celular ¢
majoritariamente composta por astrocitos. Esse dado, somado a observagao morfologica
das culturas obtidas (Figura 9) comprovam que o protocolo de padronizagdo de cultivo
primério de astrocitos foi implementado com sucesso € que o mesmo ¢ reprodutivel,
constituindo uma ferramenta util para a realizagdo de estudos da participacdo dos

astrocitos em diferentes contextos fisiopatoldgicos.

Figura 10. Analise da expressao de GFAP em cultura primaria de astrocitos de camundongo C57/BL6.
Astrocitos primarios semeados em coverslips e processados para analise da expressdo de GFAP nos
tempos de 24h em A e 48h em B. Citoesqueleto das células marcado com GFAP (anti-rabbit Alexa 555;

vermelho) e o nucleo marcado em azul (DAPI). Magnificancia: 20x.

A B

0

5.3 Avaliaciao da viabilidade celular das culturas primarias de astrocitos frente a
inducio dos fenotipos Al e A2, utilizando o tratamento com LPS e a combinacio de
TGFp e IL-10, respectivamente.

A partir da padronizacdo da cultura de astrocitos, realizamos experimentos para
determinar o impacto de indutores de polarizacdio Al e A2, LPS e TGFp + IL-10
respectivamente, sobre a expressdo de GFAP, indicador de reatividade astrocitaria, e
sobre a viabilidade celular. Para tal, as culturas de astrocitos foram semeadas em
coverslips e estimuladas com LPS (10 ng/mL) e com TGFp + IL-10 (1 ng/mL; 10 ng/mL
respectivamente) e processadas para ICC para GFAP, conforme descrito na metodologia.
A Figura 11 mostra imagens representativas de expressao de GFAP em células controle
e estimuladas com os referidos indutores de polarizagdo Al e A2. Apesar da marcagao
com GFAP estar presente em todos os grupos, ndo foi possivel observar modificacdes
morfoldgicas significativas entre os grupos ou aumento de expressao de GFAP nas células

tratadas com LPS, conforme ¢ descrito na literatura. Dessa forma, mais experimentos sao

um 100
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necessarios para provar se os indutores de polarizacdo Al e A2 utilizados promovem

modificacdes diferenciais na morfologia e/ou expressdo de GFAP nos astrocitos.

Figura 11. Analise da expressao de GFAP em cultura primaria de astrocitos de camundongo C57/BL6.

Astrocitos primarios semeados em coverslips e processados para analise da expressdo de GFAP. Em A,

grupo controle, em B, astrocitos tratados com com LPS (10 ng/mL) e em C astrocitos tratados com TGFf
(1 ng/mL) e IL-10 (10 ng/mL), todos no tempo de 24h. Células marcadas com GFAP (anti-rabbit Alexa
555 - LifeTechnol (A21428)). Magnificancia: 20x.

Apos a andlise da viabilidade celular dos astrocitos foi realizada. As culturas
foram semeadas em placas de 48 pocos e tratadas com LPS (10 ng/mL) e com TGFp +
IL-10 (1 ng/mL; 10 ng/mL) por tempos crescentes (24, 48, 72 e 96 h). Apds, foi realizada
a andlise utilizando o ensaio do MTT, conforme descrito na metodologia. Células ndo
tratadas e cultivadas em DMEM/10% SFB foram consideradas controle (Figura 12 e
Figura 13). Com o conjunto dos presentes resultados, foi possivel avaliar a viabilidade
celular frente aos tratamentos propostos. O ensaio de MTT permitiu visualizar que nao
existe diferenca significativa em relagdo ao tempo de exposicao ao tratamento (Figura
12 - ANOVA de duas vias) nem entre o grupo controle e os grupos tratados (Figura 13
- ANOVA de uma via). Sendo assim, a atividade das desidrogenases mitocondriais dos
grupos tratados ¢ preservada em relagdo ao grupo controle, o que indica que o tratamento
proposto ndo compromete a viabilidade celular dos astrocitos em nenhum dos tempos
estudados. Concomitantemente, na imunocitoquimica, foi possivel visualizar que os

astrocitos ndo apresentaram indicios de dano ou morte celular frente aos tratamentos.
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Figura 12. Analise da viabilidade celular de astrdcitos primarios ap6s o tratamento com LPS (10 ng/mL),

TGFp (1 ng/mL) em combinagao com IL-10 (10 ng/mL). A analise de MTT foi realizada nos tempos

indicados. Experimento realizado em quadruplicata de um cultivo primario. Os resultados foram

expressos como média da absorbancia + desvio padrdo e as analises estatisticas foram realizadas através

de Analise da variancia (ANOVA) de duas vias seguido do post-hoc de Tukey considerando p <0,05

Viabilidade celular

Abs =492 nm

como estatisticamente significativo.
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Figura 13. Analise da viabilidade celular de astrdcitos primarios ap6s o tratamento com LPS (10 ng/mL),

TGFp (1 ng/mL) em combinagao com IL-10 (10 ng/mL). A analise de MTT foi realizada nos tempos

indicados. Experimento realizado em quadruplicata de um cultivo primario. Os resultados foram

expressos como média da absorbancia + desvio padrdo e as analises estatisticas foram realizadas através

de Analise da variancia (ANOVA) de uma via seguido do post-hoc de Tukey considerando p <0,05 como
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Anexo IV: Aprovacio do Comité de Etica em Experimentacio Animal da
Universidade Federal de Ciéncias da Sauide de Porto Alegre

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
MINISTERIO DA EDUCAGAO

UFCSPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE

Rua Sarmento Leite, 245 - Fones: 0 xx 51 3303 9000 - Fax: 0 xx 51 3303.8810
CEP 90050-170 - Porto Alegre - RS - www.ufcspa.edu.br

CEUA —COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA E ENSINO
1) PROTOCOLO N°: 261/19 Parecer 653/19

2) DATA DO PARECER: 11 de setembro de 2019

3) TITULO DO PROJETO:

Analise da participacdo da sinalizagdo purinérgica na polarizagdo pro- ou
anti-inflamatoria de astrocitos associados ao tumor.

4) PESQUISADOR RESPONSAVEL:

Elizandra Braganhol

5) RESUMO DO PROJETO:

Busca o melhor entendimento da progressdo tumoral do glioblastoma (GBM) para
estabelecer novas frentes de tratamento. O sistema purinérgico ¢ descrito como uma
potencial via envolvida na progressio e malignidade de tumores.

Investigar o papel do sistema purinérgico na polarizagéo de astrocitos na progressao do
GBM. Levando em consideragdo a influéncia da relagdo astrodcito-glioma no
microambiente tumoral.

6) OBJETIVOS DO PROJETO:

Avaliar se a interacdo entre astrocitos reativos do microambiente tumoral,
principalmente os do fendtipo A2, e as células do glioma tem a capacidade de induzir
um processo de progressdo tumoral baseado na maior formagao de adenosina.

7) FINALIDADE DO PROJETO: [_|Ensino Pesquisa

8) ITENS METODOLOGICOS E ETICOS DO PROJETO:

Titulo Adequado |:| Comentarios
Introducao IZl Adequada |:| Comentarios
Objetivos Adequados [__| Comentarios
Relevancia e Justificativa Adequados [__| Comentarios
Materiais e Métodos Adequados [__| Comentarios

Cronograma para execugéo da pesquisa Adequado [__] Comentarios

Rua Sarmento Leite, 245 * Porto Alegre, RS ¢ CEP 90050-170 ¢ Fone: 0 xx 51 3303 9000 ¢ Fax: 0 xx 51 3303.8810 * www.ufcspa.edu.br
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REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL
MINISTERIO DA EDUCAGAO

UFCSPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE

Rua Sarmento Leite, 245 - Fones: 0 xx 51 3303 9000 - Fax: 0 xx 51 3303.8810
CEP 90050-170 - Porto Alegre - RS - www.ufcspa.edu.br

Orgamento e fonte financiadora E Adequados I:l Comentarios

Referéncias Bibliograficas Adequadas [__| Comentarios

9) O PROJETO ESTA ADEQUADO A LEGISLAGAO VIGENTE:
Sim [] Nao

10) INFORMAGOES RELATIVAS AOS ANIMAIS:

Grau de dor/estresse: B | c ] p[] E []

Justifique:

Espécie: | Camundongo isogénico C57/BL-6 Numero Amostral: 120
Redugéo Amostral: [ ]sim [x ] Nao
Justifique:

Substituicado de Metodologia: |:| Sim |Z| Nao

Se achar necessario, justifique e sugira uma nova metodologia:

Aprimoramento da Metodologia: []sim [x_] Nao
Se achar necessario, justifique e sugira aprimoramentos da metodologia:

Acomodagao e manutengao dos animais: |Z| Adequada |:| Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias:

Manipulagio dos animais: [x_| Adequada [_] Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias:

Analgesia dos animais (se aplicavel): |:| Adequada ]:[ Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias com analgésico substituto:

Anestesia dos animais (se aplicavel): |:| Adequada I:l Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessdrias com anestésico substituto:
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Eutanasia dos animais (se aplicavel): |Z| Adequada ]:[ Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessarias com metodologia substituta:

Decaptagao

Local de Realizagao (Biotério/Labotardrio):
Biotério da UFCSPA.

Outra instituigdo. Qual?
11) CRONOGRAMA DE UTILIZAGAO DE ANIMAIS

Data Espécie Sexo Quantidade
1 a3 dias C57/BL-6 Machos 120

12) RECOMENDAGAO: As pendéncias deverdo ser respondidas em uma carta,
indicando as paginas do projeto que foram alteradas (nova versao), assinadas
pelo pesquisador responsavel.

Aprovado
|:| Com Pendéncia

|:| N&o aprovado

Data de inicio: julho de 2019 Data de Término: junho de 2023

Comentarios gerais sobre o projeto:

Formulario:

Corrigir a data de inicio do projeto.

O CEUA sugere o uso de camundongos fémeas para alcancar o
ndaamostra mais rapidamente.
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