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RESUMO 
 
 

O glioblastoma (GB) é o tumor cerebral primário de maior incidência entre os 

adultos, apresentando um prognóstico 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 imunossupressão e evasão 

imune. Os astrócitos reativos presentes no TME podem favorecer a proliferação e invasão 

das células tumorais, contribuindo para o estabelecimento e avanço 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 imunomodulação do TME, sendo 

a inibição da CD73 eficaz na redução do crescimento e da agressividade do tumor. 

Considerando isso, o presente trabalho teve como objetivo principal avaliar os efeitos da 

sinalização adenosinérgica no microambiente estabelecido pelo GB, principalmente 

relacionado à influência dos astrócitos associados ao tumor. O capítulo 1 da presente tese 

traz uma revisão na literatura científica sobre o tema, onde investigou-se o papel dos 

diversos marcadores purinérgicos (enzimas e receptores) nos diferentes fenótipos de 

astrócitos reativos, sugerindo a via adenosinérgica como um novo alvo para a otimização 

da eficiência terapêutica do tratamento para o GB.  Subsequente a isso, no capítulo 2 foi 

avaliado o efeito da adenosina na resistência in vitro ao tratamento com exposição à 

radiação 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 à radiação apresentaram níveis mais elevados de expressão de 

CD73 e atividade enzimática. Além disso, fomos capazes de observar um efeito relevante 

na taxa de crescimento das células de GB após a exposição à RI combinada com um 

inibidor farmacológico de CD73. Esses resultados evidenciaram um efeito promissor na 

inibição da produção de adenosina no TME para aumentar a eficácia da radioterapia. Por 

fim, no capítulo 3 da presente tese foi investigado o papel do TME do GB sobre a 

reatividade astrocitária e as consequências dessa modulação sobre a progressão tumoral. 

Foram utilizadas amostras primárias provenientes de um modelo animal de indução de 

GB para a análise por meio da ferramenta de Single cell RNA-seq. Os resultados 

mostraram que os astrócitos provenientes de amostras do tumor, ou seja, os chamados 

astrócitos associados ao tumor (TAA), possuem um perfil transcricional único, 

relacionado a importantes marcadores associados à ativação de vias inflamatórias, como 

a resposta celular frente ao lipopolissacarídeo e o recrutamento de células imunes. Além 
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disso, é demonstrado também que a interação entre células tumorais e astrócitos contribui 

diretamente para a reatividade dos astrócitos associados ao tumor, influenciando a 

imunomodulação do TME. Em suma, os dados obtidos nos três capítulos desta tese 

indicam que a via adenosinérgica apresenta-se com um potencial para ser um novo alvo 

na otimização da eficiência terapêutica do tratamento usualmente escolhido como padrão 

ouro para o GB, além de lançar uma visão promissora sobre o papel dos astrócitos reativos 

na fisiopatologia do GB.  
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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 
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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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INTRODUÇÃO 

 

1. O papel das células gliais no Sistema Nervoso Central 

O Sistema Nervoso Central (SNC) é composto de dois grandes tipos celulares: 

os neurônios e as células da glia. Historicamente considerados as principais células do 

SNC, os neurônios tiveram a sua morfologia e função detalhadamente descritas pelos 

mais diversos autores ao longo dos mais de 100 anos desde a sua primeira descrição (1,2). 

De fato, os neurônios são elementos fundamentais para o funcionamento do SNC, sendo 

responsáveis pelo processamento e compartilhamento das informações por meio de 

sinapses elétricas (1). Entretanto, o antigo panorama simplista que traz as células 

neuronais como componente majoritário no SNC tem mudado, e atualmente os 

neurocientistas vêm colocando o seu foco de estudo também nas demais células presentes 

no sistema: as células da glia. 

O termo “glia” é derivado da palavra em grego para “cola”, e a explicação por 

trás da escolha do nome está em como estas células eram descritas pelos neuroanatomistas 

do século XIX: como formadoras de uma estrutura conectiva com capacidade de dar 

suporte aos neurônios (1,2). A estrutura da glia foi descrita pela primeira vez no ano de 

1856, em um seminário 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 Ramón y Cajal ampliou o 

conhecimento acerca das células gliais, demonstrando evidências histológicas de que 

neurônios e células gliais seriam estruturas celulares individuais (4). Utilizando um 

aprimoramento de uma técnica de coloração proposta primeiramente por Camilo Golgi, 

Ramón y Cajal foi capaz de visualizar neurônios e células gliais por meio de marcação 

em marrom/preto em um fundo contrastante amarelo, que permite diferenciar as duas 

células em suas estruturas individualizadas (4) (Figura 2). Desde então, a otimização das 

técnicas de microscopia vem permitindo entender mais profundamente a morfologia 

dessas células. Juntamente a isso, o desenvolvimento de metodologias para análise 

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

neuroglia consistiria em uma porção independente de tecido conjuntivo repleto de “fibras gliais” que 

permearia alguns “componentes celulares, destacados em (b). (i) Núcleos livres com nucléolo, (ii) núcleos 

com corpos celulares parcialmente rompidos, e (iii) células íntegras. Ainda na figura, (ca) são corpúsculos 

amiloides. Fonte: Imagem retirada de (1) 

 

Figura 2: Imagens da astroglia desenhadas por Santiago Ramon y Cajal. Em (A) é possível 

visualizar uma imagem feita a partir da técnica de Golgi, e em (B) desenhos de astrócitos perivasculares. 

Fonte: Imagens retiradas de (5) 

Atualmente, sabe-se que as células gliais são as mais abundantes do SNC, 

constituindo aproximadamente metade das células presentes nesse sistema (2). Esse 

número expressivo dá indícios da sua importância: elas são responsáveis não só pela 

nutrição, proteção e sustentação dos neurônios, mas também guiam a migração 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 neurotransmissão e de 

gliotransmissão (6,7).  

As células gliais são classificadas em 3 principais tipos celulares: astrócitos, 

oligodendrócitos e microglia (1,6). Astrócitos e oligodendrócitos têm a sua origem a partir 

de células neurais progenitoras, e a microglia, por sua vez, são derivadas de células do 

saco embrionário, sendo conhecidas como os macrófagos residentes do SNC (8). De 

forma simplificada, a microglia é uma classe de células imunes responsáveis por realizar 

fagocitose e eliminar debris no ambiente neuronal (8). Já os oligodendrócitos são 

responsáveis, dentre outras funções secundárias, pelo processo de mielinização (1). E, por 

fim, os astrócitos são as células gliais mais numerosas no encéfalo, sendo classificadas 

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

 

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

O termo astrócito foi proposto primeiramente por Michael von Lenhossék no ano 

de 1895, porém a popularização do termo só ocorreu anos mais tarde, através dos 

desenhos realizados por Santiago Ramón y Cajal, que demonstravam o “formato de 

estrela” desse tipo celular (5) (Figura 2). O astrócito apresenta uma grande importância 

não só para a homeostase do SNC, mas também para o próprio entendimento das funções 

dos diversos componentes celulares presentes nele. Isso porque o aprofundamento do 

conhecimento acerca do astrócito serviu de ponto inicial para o entendimento da relação 

entre as células gliais e neurônios (FREEMAN, 2010; MOLOFSKY; DENEEN, 2015; 

SOFRONIEW; VINTERS, 2010). 

Os astrócitos são células muito abundantes no SNC de mamíferos (10). Essa 

presença em grande quantidade dá pistas sobre a sua relevância: atualmente, através de 

dados gerados por técnicas modernas de microscopia, é possível descrever as várias 

funções desempenhadas por eles do SNC. Astrócitos possuem uma morfologia complexa, 

apresentando de 5 a 12 ramificações principais a partir do seu corpo celular, que por sua 

vez continuam a ramificar-se formando uma rede (12). Por meio das porções terminais 

de suas ramificações – os chamados pés terminais, ou endfeets –, eles participam da 

formação e manutenção da barreira hemato-encefálica (BHE), uma membrana protetora 

entre o SNC e o restante do corpo responsável pela regulação do transporte de substância 
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por meio da sua permeabilidade seletiva, protegendo o tecido nervoso contra a entrada de 

moléculas tóxicas e patógenos (12).  

Os pés terminais de astrócitos realizam também outras funções vitais para o 

funcionamento do SNC. Mesmo com as suas diferenças morfológicas relacionadas ao 

local em que se encontram no encéfalo, virtualmente todos os astrócitos da porção 

cinzenta estão em contato direto com pelo menos 1 a até 6 vasos sanguíneos, o que quer 

dizer que a vasculatura do SNC está praticamente toda envolta em terminações 

astrocíticas (12). Dessa forma, os astrócitos são responsáveis também pela regulação do 

fluxo sanguíneo, a absorção de nutrientes e a eliminação de resíduos no SNC (12) (Figura 

3). 

 

 

Figura 3: Morfologia dos pés terminais de astrócitos. (a) Esquema representando as interações 

conhecidas dos astrócitos com outros tipos de células do SNC. (b) Imagem de microscopia confocal de um 

astrócito (azul-petróleo) interagindo com capilares cerebrais (laranja). Os “pés” dos astrócitos podem ser 

vistos envolvendo os vasos sanguíneos. (c) Imagem de microscopia eletrônica de transmissão de um corte 

transversal de um capilar cerebral. Células endoteliais cerebrais (laranja) formam a parede do vaso. Os 

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

 

 

Além disso, é também relatado na literatura a participação dos astrócitos como 

reguladores fundamentais da sinaptogênese (13,14). Diversos autores descrevem que 

astrócitos são capazes de estabelecer uma comunicação bidirecional com os neurônios, 

sendo essa participação ativa e direta na sinapse neuronal denominada Sinapse Tripartite 

- referindo-se aos 3 componentes: neurônio pré-sináptico, neurônio pós-sináptico e, por 

fim, o astrócito (13). Astrócitos respondem à neurotransmissores liberados pelos 

neurônios na fenda sináptica, desencadeando elevações de cálcio intracelular que, 

subsequentemente, levam à liberação de gliotransmissores, dentre eles a D-serina, o 

glutamato e a adenosina trifosfato (ATP) (15) (Figura 4).  
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Figura 4: Participação ativa dos astrócitos da sinapse tripartite. Os astrócitos possuem a capacidade 

de detectar a atividade sináptica e responder a ela através de ondas intracelulares de Ca2+, levando à 

liberação de gliotransmissores que podem sinalizar de volta às sinapses. Fonte: figura adaptada de (14). 

 

 

Ademais, os astrócitos também são universalmente reconhecidos como um dos 

principais participantes da resposta tecidual do SNC frente a condições patológicas (16). 

Ao sofrer injúria, já é bem estabelecido na literatura que o astrócito pode sofrer 

modificações, deixando o seu estado quiescente, e tornar-se ativo, em um processo 

denominado reatividade astrocítica (17). Durante esse processo, eles podem sofrer 

hipertrofia e ativação da proliferação celular, com o intuito de migrar até o sítio da injúria 

e formam uma "cicatriz glial" (16,18). Além disso, há uma up-regulation de expressão de 

filamentos intermediários como nestina, vimentina e proteína ácida fibrilar glial (GFAP) 

(18). A proteína GFAP é também utilizada como um marcador astrocitário clássico, sendo 

extremamente valioso para a identificação e avaliação da morfologia de astrócitos em 

ensaios imuno-histoquímicos (5,19) (Figura 5). Além do GFAP, astrócitos apresentam 

alguns outros marcadores moleculares muito utilizados para a sua identificação, como a 

subunidade β da proteína S100 (S100ß), o membro L1 da família da enzima aldeído 

desidrogenase 1 (ALDH1L1) e o transportador de glutamato e aspartato (GLAST) (20).   
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Figura 5: Os astrócitos reativos apresentam aumento da expressão da proteína GFAP e hipertrofia. 

(a) Os filamentos intermediários foram marcados utilizando anticorpos contra GFAP (e podem ser 

visualizados na cor verde) e revelam hipertrofia dos processos celulares dos astrócitos reativos (direita) em 

comparação com aqueles no tecido não lesionado (esquerda). (b) Representação esquemática da reação dos 

astrócitos à injúria. No círculo é possível notar que os astrócitos reativos tornam-se mais espessos e mais 

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

adaptada de (19). 

 

 

O processo de reatividade astrocítica é complexo e heterogêneo (17,21). 

Recentemente, têm-se sugerido que os astrócitos possam assumir fenótipos diferenciados 

- denominados A1 e A2 - seguindo um espectro de ativação (22,23) (Figura 6). Enquanto 

os astrócitos do tipo A1 são bem caracterizados como relacionados à reatividade 

astrocítica de perfil pró-inflamatório e ao dano e, portanto, presentes por exemplo em 

casos de neuroinflamação e neurodegeneração, o astrócito do tipo A2 é descrito como 

uma célula de reparo, envolvido em processos de recuperação de tecidos danificados em 

isquemias (22,24,25). Dessa forma, o tipo A2 seria considerado um tipo de ativação 

alternativa, e que ao contrário da ativação relacionada com caráter pró-inflamatório 

indutor de estresse oxidativo, estaria relacionado ao controle da resposta imune (22,26).  
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Figura 6: Possível delineamento do perfil dos astrócitos reativos. Fonte: adaptado de (24). 

 

 

3. Glioblastoma: o tumor cerebral primário de maior incidência na população 

 

Dentre os tumores primários que podem acometer o SNC, os gliomas são os 

tumores de ocorrência mais frequente na população adulta (27,28). O nome “glioma” 

justifica-se pelas semelhanças estruturais e histológicas ligadas às 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 difusão nos tecidos 

adjacentes (29). Originalmente, o diagnóstico e a classificação dos gliomas eram 

realizados através da análise histológica do tumor (29). A crescente evolução nas 

pesquisas relacionadas ao entendimento da biologia de tumores cerebrais abriu espaço 

para o estudo do envolvimento de vias genéticas dos diferentes graus de gliomas, além de 

evidenciar novos padrões moleculares com potencial de serem utilizados no diagnóstico 

mais acurado (27). Hoje, o diagnóstico e estadiamento dos tumores cerebrais leva em 

conta não só as características morfológicas do tumor mas também a presença de 

marcadores moleculares adicionais (30,31).  

O glioblastoma (GB) é o tumor cerebral primário de maior incidência entre os 

adultos, representando cerca de 50% de todas as neoplasias do SNC (32,33). Classificado 

pela Organização Mundial da Saúde (OMS) como glioma de grau 4, o GB é caracterizado 

por seu crescimento altamente infiltrativo, presença de áreas necróticas e vascularização, 

que o garante sua elevada capacidade de angiogênese (34). A partir da atualização da 
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OMS realizada no ano de 2021, além da análise anatomopatológica os tumores 

classificados como GB apresentam a ausência de mutações na enzima isocitrato 

desidrogenase (IDH), sendo chamados de IDH selvagem, e mutações nos genes da 

helicase ATRX (ATP-dependent X-linked helicase) dentre outros, como a proteína p53 

(TP53) ou o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) (31,35,36) (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Fluxograma da classificação e estadiamento de gliomas de acordo com a atualização da 

WHO realizada no ano de 2021. O novo processo de estadiamento do tumor leva em consideração a análise 

da morfologia das células, a partir de um ensaio anatomopatológico, e do uso de marcadores moleculares, 

como a enzima IDH por exemplo. Em vermelho está demonstrada o caminho até o diagnóstico do GB, 

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

 

 

O protocolo convencional para o tratamento do GB inclui a ressecção cirúrgica do 

tumor, seguida da aplicação de radioterapia e de quimioterapia utilizando a temozolomida 

(TMZ), comercialmente conhecida como Temodalâ  (37). A escolha do TMZ como 

padrão ouro se dá devido à possibilidade dessa molécula de permear a BHE, chegando 

até o local do tumor, o que é um dos principais limitantes para a utilização de outros tipos 

de medicamentos  quimioterápicos combinados a ela (38). Ainda, a presença de mutações 

ligadas à via da enzima O-6-metilguanina-DNA metiltransferase, abreviada como 
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MGMT, está intimamente ligada à eficiência da resposta do paciente frente ao tratamento 

com o TMZ (39). 

A enzima MGMT é uma enzima de reparo do DNA, tendo a função de remoção 

de grupamentos metil (27). Agentes alquilantes como o TMZ promovem o aumento dos 

grupamentos metil com o objetivo de gerar dano ao DNA e, consequentemente, morte 

tumoral (39). Entretanto, a ativação da via da MGMT antagoniza a ação do TMZ, 

diminuindo a taxa de sucesso do tratamento quimioterápico (27). Somente 40% dos 

pacientes diagnosticados com GB apresentam metilação do gene promotor de MGMT e, 

portanto, uma resposta eficiente ao uso do TMZ, enquanto o restante dos pacientes que 

não apresentam a mutação não se beneficia do mesmo tratamento (40).  

Em adição a isso, o manejo clínico do GB sofre também com as limitações 

relacionadas à ocorrência de altas taxas de resistência à terapia padrão (41,42). Essa 

resistência se dá devido à própria natureza heterogênea do tumor, mas também está 

relacionada ao caráter adaptativo que as células tumorais demonstram frente às condições 

ambientais proporcionadas pela radio e quimioterapia (42). Exemplo disso é que apesar 

do tratamento com TMZ apresentar certa eficiência inicial, a eficácia terapêutica acaba 

esbarrando no desenvolvimento de quimiorresistência (43). Cerca de 90% dos GBs são 

recorrentes nos pacientes, além de se apresentarem insensíveis 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 câncer, ainda acaba gerando uma resposta 

terapêutica pobre em pacientes com GB (44,45).   

Diante de tudo isso, o prognóstico para o GB continua extremamente 

desanimador, levando a uma sobrevida média dos pacientes de cerca de 12 - 14 meses 

após o diagnóstico inicial (37). E, apesar dos intensos esforços e pesquisas realizados nas 

últimas décadas em diversas áreas almejando o completo entendimento das origens 

biológicas e da fisiopatologia do GB, ainda existem limitações relevantes que dificultam 

a busca por novos tratamentos e na falta de estratégias terapêuticas alternativas à 

quimioterapia usual, que permanece sem atualizações desde o ano de 2005 (46). Portanto, 

é essencial que sejam estabelecidas novas frentes de estudos que busquem melhor 

compreender os mecanismos por trás da malignidade e rápida progressão desses tipos de 

tumores tão agressivos, na tentativa de desenvolver alternativas ao seu atual tratamento e 

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

 

Como já mencionado anteriormente, os astrócitos são reconhecidos por sua 

participação na resposta tecidual do cérebro frente a condições patológicas (24). 

Consequentemente, cada vez mais estudos são realizados com o objetivo de melhor 

compreender como a função astrocitária está relacionada ao desenvolvimento e 

progressão de diversas patologias do SNC. Diversos grupos de pesquisa trazem o papel 

central do astrócito na resposta neuroinflamatória relacionada a doenças de caráter 

neurodegenerativo ou até envolvendo situações de trauma ao tecido cerebral (24).  

Entretanto, apesar de ser uma população celular de grande número no SNC, a relação 

entre astrócitos e tumores cerebrais ainda é pouco estudada.  

Mais especificamente sobre o GB, a sua elevada agressividade e malignidade é 

associada ao microambiente estabelecido ao redor do tumor, chamado de microambiente 

tumoral (no inglês, tumor microenvironment, abreviado como TME) (47,48). O TME 

consiste em uma interação complexa entre células tumorais e tipos de células não 

neoplásicas ao redor do tumor, incluindo células imunes, células endoteliais, fibroblastos 

e, no caso do GB, células gliais (49,50) (Figura 8). Apesar da expansão das células 

neoplásicas ser capaz de gerar o insulto que dá início à criação do nicho tumoral, os 

diferentes tipos de células não-transformadas presentes no meio são capazes de sofrer 

também uma adaptação, participando assim de um processo contínuo de tumorigênese 

(51). Nesse sentido, as células tumorais demonstram ter a capacidade de “educar” as 

células ao seu entorno, criando um ambiente totalmente favorável à progressão do tumor.  

 

 

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

como astrócitos, neurônios, oligodendrócitos e microglia. Fonte: Ilustração adaptada de (52). 
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O crescimento da massa tumoral leva ao aumento da inflamação e vascularidade, 

o que contribui para o aumento da permeabilidade vascular, permitindo o influxo de 

células e substâncias 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 

macrófagos (53). De fato, as principais células encontradas no microambiente tumoral 

são as relacionadas ao infiltrado imune. A maioria de células imunes são os macrófagos 

(>95% da população de células imunes), geralmente compreendendo cerca de 30% - 50% 

da massa tumoral e que, juntamente com a microglia residente do tecido, são 

denominados como macrófagos/microglia associados ao tumor (tumor-associated 

macrophages/microglia – TAM) (50,54). A diferença entre essas duas populações é 

relacionada de acordo com a sua ontogênese: a microglia residente do SNC tem 

progenitores que migraram para o SNC durante o desenvolvimento embrionário; e os 

macrófagos, diferenciados a partir de monócitos provenientes da medula-óssea e que 

extravasaram a BHE quando recrutados (55). 

Os componentes celulares do microambiente tumoral podem apresentar 

diferentes funções, seja dando suporte ao crescimento do tumor, ou até inibindo as suas 

propriedades de malignidade (49) (Figura 9). A comunicação direta ou indireta entre as 

células do tumor e as células presentes no TME também é um importante fator a ser 

considerado. A troca de informações através de vesículas extracelulares, pequenas 

vesículas contendo proteínas de sinalização ou RNAs regulatórios, ou por meio de fatores 

químicos como a hipóxia relacionam-se com o estabelecimento de um ambiente 

condicionado e propício para o desenvolvimento do tumor (52,56). 
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Figura 9: Representação esquemática dos componentes do TME nos gliomas/glioblastoma. O TME destes 

tumores é um sistema complexo, heterogêneo e interativo composto não só de células tumorais, mas 

também de células-tronco tumorais, células imunes, nervosas e do sistema vascular, além da matriz 

extracelular. A comunicação entre esses componentes se dá através de fatores diretos e indiretos, que podem 

alterar de forma química (pH, nível de oxigênio) o microambiente, modulando o entorno do tumor a fim de 

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

 

Além de TAMs e células T-regulatórias, outras populações de células não-

neoplásicas são encontradas em menor número, como as células precursoras de 

oligodendrócitos, neurônios e oligodendrócitos maduros, além de astrócitos. Porém, 

ainda não existem evidências suficientes que expliquem como elas contribuem no 

crescimento do tumor. A hipótese de que astrócitos não-neoplásicos sofram ativação 

através do contato com células tumorais tem surgido em alguns trabalhos na literatura nos 

últimos anos (54,57). 
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Astrócitos reativos podem modular a resposta imune por meio da sua ação 

ativando vias de sinalização, como a via do fator NF-κB (fator nuclear kappa B), e 

também produzindo citocinas pró-inflamatórias, dentre elas interleucina-1β (IL-1β), fator 

de necrose tumoral-alfa (TNF-α), interleucina-6 (IL-6), interferon-gama (IFN-γ) e fator 

de crescimento transformador-beta (TGF-β) (54). A liberação destes mediadores pode 

levar ao aumento de substâncias neurotóxicas e com potencial neuroinflamatório, como 

o óxido nítrico (NO), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o glutamato, neurotransmissor 

excitatório no SNC (54,58).  

Ademais, as regiões de hipóxia, muito características no GB, além de 

produzirem fatores conhecidos por suas propriedades proangiogênicas, os HIFs (hypoxia-

inducible factors), também aumentam a liberação de TGFβ, que está intimamente 

relacionado ao recrutamento e polarização de macrófagos para o fenótipo TAM (56). A 

secreção de TGFβ, juntamente com outras moléculas imunossupressoras como a 

interleucina 10 (IL-10), podem também desencadear a fenótipos reativos do astrócito 

relacionado ao reparo tecidual (59). Astrócitos deste fenótipo podem ser particularmente 

importantes na progressão tumoral por impulsionarem a invasão das células tumorais nos 

tecidos adjacentes, através da liberação de componentes da matriz extracelular como o 

colágeno e versican, e proteínas de adesão celular (por exemplo a CD44) (16).   

Diante do exposto, fica claro que astrócitos possuem um relevante potencial de 

participação no TME de GBs. Entretanto, a similaridade molecular e fenotípica que 

astrócitos e células tumorais do GB compartilham dificultam a realização de estudos que 

visam melhor compreender a contribuição dos astrócitos na progressão de GB. Isso 

implica na relativa baixa quantidade de informação sobre eles e sobre como eles se 

comunicam com as células tumorais no SNC. Porém, é inegável 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 astrócitos e isolá-los das células tumorais. Para tal, foi utilizado o 

marcador astrocyte cell surface antigen-2 (ACSA-2). Este marcador já foi descrito na 

literatura pelo seu uso em trabalhos envolvendo o isolamento e posterior cultivo primário 

de astrócitos provenientes de roedores (20). ACSA-2 é a abreviação para astrocyte cell 

surface antigen-2 (tradução livre: antígeno de superfície celular de astrócitos-2), e os 

astrócitos ACSA-2+ também se apresentam positivos em relação a outros marcadores 

astrocitário clássicos , como GFAP, S100ß, ALDH1L1 e GLAST (20). 
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Diante do que já é bem estabelecido acerca deste complexo sistema de reatividade 

de astrócitos, sugere-se que o TME seja capaz de induzir astrócitos reativos de diferentes 

fenótipos, que divergem em expressão de genes, estrutura celular, sinalização e, por fim, 

em função, contribuindo não só com processos de reparo tecidual, mas também podendo 

estar envolvidos em mecanismos patológicos relacionados ao desenvolvimento e 

progressão do GB (54,57,59–61).  

 
5. A modulação do sistema adenosinérgico no microambiente do GB 
 

Primeiramente descrita por Geoffrey Burnstock em 1972, a sinalização 

purinérgica refere-se à sinalização mediada pelas purinas, especialmente ao nucleotídeo 

ATP e seus produtos de hidrólise, adenosina difosfato (ADP), adenosina monofosfato 

(AMP) e, por fim, o nucleosídeo adenosina. O ATP e a adenosina, quando no meio 

extracelular, atuam como mensageiros ao interagir com seus respectivos receptores 

purinérgicos localizados na superfície dos diferentes tipos celulares, sendo capazes de 

sinalizar uma variedade de efeitos, como a proliferação, morte, migração, diferenciação 

celular e resposta imune (62–64). 

A regulação dos níveis de adenosina no meio extracelular é realizada 

principalmente pela atividade das ectonucleotidases, enzimas localizadas na membrana 

das células com seu sítio catalítico voltado para o meio extracelular, responsáveis pela 

hidrólise de ATP até a geração de adenosina (65). As duas principais enzimas desse 

sistema são a ectonucleosídeo trifosfato difosfohidrolase 1 (NTPDase1), também 

conhecida pela sigla CD39, e a ecto-5’-nucleotidase (ecto-5’-NT), a CD73 (63). Enquanto 

a NTPDase1/CD39 catalisa a hidrólise de ATP em ADP, e ADP em AMP, a ecto-5’-

NT/CD73 realiza a hidrólise do AMP extracelular para a formação de adenosina (62). Os 

receptores purinérgicos do tipo P1 (P1Rs) representados pelos receptores A1R, A2AR, 

A2BR e A3R respondem especificamente à molécula de adenosina. Já os receptores do 

tipo P2 são subdivididos em 2 subclasses: P2XR1-7 ionotrópicos os quais respondem 

exclusivamente ao agonista ATP, enquanto os receptores P2YR1,2,4,6,11-14 metabotrópicos 

são sensibilizados por ATP, ADP, UTP e UDP (66). A ilustração da cascata de hidrólise 

completa, além dos receptores está demonstrada na figura 10.  
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Figura 10: Representação gráfica da cascata purinérgica contendo enzimas de hidrólise de 

nucleotídeos/nucleosídeo e os receptores específicos. Fonte: imagem adaptada de (66). 

 

Em condições não patológicas, o balanço entre a liberação e o consumo de ATP 

no meio extracelular ocorre de forma regulada e, portanto, a quantidade de nucleotídeos 

extracelulares permanece constante e em baixas concentrações, na ordem de nanomolar 

(nM) (67). No TME, há uma importante desestabilização deste eixo, favorecendo o 

acúmulo de ATP em níveis altíssimos que podem chegar a uma concentração na ordem 

de micromolar (µM) (68,69). Essa elevação é encontrada no TME da grande maioria dos 

tumores sólidos, e é proveniente da liberação de ATP a partir das células sob condição de 

estresse celular ou em processo de morte (67).  

O ATP extracelular possui a capacidade de modular a resposta inflamatória 

(68,70,71). Além disso, por meio de sua hidrólise, ele também é substrato primário para 

a produção de adenosina no TME (63). Em tecidos saudáveis, o papel principal da 

adenosina é a proteção tecidual e a prevenção de lesões, funcionando como um 

contraponto às atividades pró-imunogênicas e pró-inflamatórias da molécula de ATP 

(67). Em contextos patológicos, como isquemia, trauma e inflamação no geral, as 

concentrações de adenosina extracelular são de 10 a 20 vezes maiores do que os níveis 

normais (67). A adenosina também se encontra aumentada no interstício de tumores 

cerebrais, e os níveis aumentados deste nucleosídeo estão envolvidos na resposta anti-

inflamatória nos tecidos, estabelecendo um microambiente imunossupressivo que protege 

os tumores do ataque imune e leva à evasão imune tumoral (65,67,68).  

É evidente que a sinalização purinérgica é uma via chave na progressão e 

malignidade de tumores (72). A alta concentração de ATP e, consequentemente, de 
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adenosina no TME tem a capacidade de mediar atividades pró-tumorais induzindo a 

proliferação, migração e invasão das células tumorais, além de favorecer a angiogênese e 

quimioresistência (67). Tanto as células tumorais e como as células imunes presentes no 

TME, como os TAMs e células T, expressam enzimas e receptores específicos para os 

diferentes mediadores purinérgicos (63,67). Dessa forma, a sinalização purinérgica, em 

especial as vias de sinalização mediada pela adenosina – a via adenosinérgica – possui 

um potencial relevante como um importante alvo terapêutico na busca por melhorar a 

efetividade do tratamento de tumores, principalmente relacionado ao fortalecimento e 

aperfeiçoamento da terapia imune.  

As terapias antitumorais desencadeiam a liberação de altos níveis de ATP nos 

compartimentos extracelulares, o que funciona como um Padrão Molecular Associado ao 

dano (DAMP) para induzir respostas imunes tanto inatas quanto adaptativas (73). Uma 

vez que a adenosina é conhecida por inibir a atividade das células imunes efetoras e ativar 

células regulatórias imunossupressoras, suprimindo assim a resposta imune, torna-se 

interessante que a extensão da liberação de ATP para o compartimento extracelular e sua 

degradação em adenosina devam ser controladas e limitadas (73). No caso do GB, estudos 

pré-clínicos já mostram que a modulação da via adenosinérgica apresenta resultados 

promissores em revigorar a respostas antitumorais, como aumentando a resposta ao 

tratamento quimioterápico, diminuição do tumor e aumento da sobrevivência (68,74–76). 

Dados pré-clínicos utilizando como alvo tanto a inibição da geração de adenosina 

como o antagonismo dos receptores adenosinérgicos mostram de forma significativa uma 

diminuição dos níveis de imunossupressão do TME e, assim, a inibição do crescimento 

tumoral (63). A fonte mais importante de adenosina extracelular é a enzima ecto-5’-

NT/CD73, e a sua expressão em tumores tem sido relacionada a um aumento dos 

processos de migração, invasão, formação de metástases, quimioresistência e 

neovascularização (77). Além disso, a inibição da expressão e da atividade dessa enzima 

acarreta um melhor prognóstico e na diminuição do crescimento tumoral (68,74,77–79). 

Diante dos resultados expostos na literatura, é possível entender a relevância dessa enzima 

na progressão tumoral do GB. 

Na literatura já é bem estabelecida a relação de enzimas e receptores 

sensibilizados pela adenosina na membrana das mais diversas células imunes 

relacionadas ao microambiente do GB. Em relação às demais células do TME, diversos 

estudos na literatura descrevem a presença de receptores e enzimas purinérgicos na 

membrana de células gliais, especificamente do astrócito, incluindo NTPDase1, 
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NTPDase2, P2X7R, A1R e A2AR (80–83). No entanto, ainda há limitação no 

entendimento do papel da sinalização purinérgica em relação não só à reatividade do 

astrócito em tumores cerebrais, mas também na polarização de astrócitos 

A1/neurotóxicos ou A2/neuroprotetores.  

Diante de tudo isso, torna-se evidente o gap existente na literatura acerca do 

envolvimento da sinalização adenosinérgica na polarização de astrócitos presente no 

TME. Logo, o objetivo do presente trabalho foi, primeiramente, realizar uma pesquisa na 

literatura existente sobre o tema, delineando possíveis hipóteses que relacionassem a 

modulação da via adenosinérgica com a ativação dos astrócitos associados ao tumor 

provenientes do microambiente do GB. Subsequente a isso, o efeito da modulação da 

principal enzima produtora de adenosina – a CD73 – foi avaliado, no sentido de melhor 

compreender os efeitos da adenosina no TME após a aplicação de radioterapia, e também 

no perfil dos astrócitos associados ao tumor.   
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OBJETIVOS 

 

 

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo principal avaliar os 

efeitos da sinalização adenosinérgica no microambiente estabelecido pelo glioblastoma, 

principalmente relacionado à influência dos astrócitos associados ao tumor na progressão 

tumoral.  

 

1. Realização de análise crítica da literatura científica a fim de avaliar a participação 

da sinalização adenosinérgica na polarização astrocítica e na promoção do 

crescimento de GB; 

 

2. Determinação do efeito da adenosina na resistência in vitro ao tratamento 

radioterápico, através do bloqueio farmacológico da enzima CD73 em diferentes 

linhagens celulares de glioblastoma; 

 

 

3. Investigação do impacto do microambiente de GB sobre a reatividade astrocitária 

e as consequências dessa modulação sobre a progressão 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. Debom1†, Dominique S. Rubenich1† and Elizandra Braganhol1,2*

1 Programa de Pós-graduação em Biociências, Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre, Porto Alegre,

Brazil, 2 Instituto de Cardiologia do Rio Grande do Sul, Instituto de Cardiologia - Fundação Universitária de Cardiologia,

Porto Alegre, Brazil

Astrocytes are numerous glial 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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DISCUSSÃO 
 

Apesar do intenso e incansável trabalho de inúmeros pesquisadores para 

desvendar a biologia celular e molecular do GB nas últimas décadas, o prognóstico dos 

pacientes que apresentam este tumor segue sendo devastador. Com uma taxa média de 

sobrevida de apenas 12 a 15 meses após o diagnóstico, os pacientes enfrentam grandes 

obstáculos relacionados ao tratamento convencional, fazendo com que o GB seja 

considerado incurável (37,46). Um dos fatores que influenciam nessa dificuldade 

terapêutica é 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, está diretamente relacionado 

com o favorecimento de condições específicas para o surgimento e a progressão do tumor 

(47,48).  

Especificamente no GB, o intenso crosstalk entre os componentes celulares do 

TME é foco de interesse da comunidade científica, principalmente acerca da relação das 

células tumorais com as células imunes – a microglia residente e, também, os macrófagos 

recrutados para o sítio do tumor (49,55). Entretanto, ainda é pouco expressiva a 

quantidade de estudos que trazem o envolvimento de células gliais no TME de GBs. 

Portanto, nesta tese, são endereçados os diversos papeis relevantes desenvolvidos por 

astrócitos no surgimento do tumor, progressão e possível formação de novos focos 

tumorais.  

O astrócito é foco de estudo de alguns autores que buscam descrever o 

envolvimento dessa célula glial com a tumorigênese, ou seja, os mecanismos que 

explicam como o astrócito torna-se uma célula neoplásica (84). Apesar de ainda existir 

controvérsias acerca de qual seria a célula de origem do GB, uma das hipóteses bem 

aceitas é de que o GB consiste em uma população heterogênea de células derivadas das 

chamadas células-tronco tumorais, células-tronco com características astrocíticas, 

identificadas pela presença do marcador astrocitário GFAP (85,86). Estas células-tronco 

tumorais encontram-se muito presentes na zona subventricular (do inglês, subventricular 

zone - SVZ), que é a maior região germinal no cérebro adulto, localizada entre a camada 

ependimal dos ventrículos laterais e o parênquima do estriado (86).   

O tumor teria sua origem na SVZ e se espalharia em direção ao córtex 

frontotemporal, com as suas células acumulando mutações gradualmente à medida que 
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alcançam o córtex (85). Portanto, a SVZ é amplamente considerada como uma potencial 

fonte de células iniciadoras de glioma. Ainda, astrócitos maduros também podem sofrer 

desdiferenciação, redirecionando seu transcriptoma para acelerar a proliferação 

descontrolada característica 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 possível fonte de 

novas células neoplásicas, o astrócito também pode estar relacionado ao estabelecimento 

das já bem descritas condições de imunossupressão do TME presente no GB, 

imprescindíveis para se entender a complexidade e agressividade deste tipo de tumor.  

Primeiramente, cabe ressaltar que os astrócitos participam da formação da BHE, 

repousando as porções terminais de suas ramificações nos vasos sanguíneos que também 

a compõe (12). A desestabilização na organização espacial dos componentes celulares 

desta barreira, causada pela própria presença da massa do tumor, está relacionada ao 

surgimento de rompimentos (33,87). O aumento da inflamação e vascularidade também 

contribuem para o aumento da permeabilidade vascular e para que haja um influxo de 

células e substâncias da periferia para o SNC (41). Como consequência da perda de 

integridade da BHE, há o favorecimento da entrada de um conjunto de células imunes 

oriundas da corrente sanguínea até o local do tumor (88–90).  

O infiltrado imune é constituído principalmente de macrófagos, componentes tão 

numerosos no TME que chegam a constituir cerca de 30 a 50% da massa tumoral total 

(50,54). Os TAMs são constituídos majoritariamente por macrófagos ativados (95%) e de 

microglias ativadas, as células imunes residentes do SNC (50). Essa ativação ocorre 

porque, ao serem recrutados e atingirem o nicho tumoral, os macrófagos acabam 

interagindo com células tumorais, e a plasticidade fenotípica e funcional de macrófagos 

durante a ativação permite que essas células assumam diferentes perfis (53). 

Em princípio descritos de maneira dicotômica, "ativados de forma clássica” em 

M1, ou “ativados de forma alternativa”, em M2, atualmente essa classificação tem se 

provado ser mais uma forma de categorização do que o que de fato ocorre no ambiente in 

vivo (53).  Os macrófagos M1, induzidos pela exposição a citocinas pró-inflamatórias 

como interferon gama (IFN-γ) e TNF-α, fazem parte da ativação clássica, produzindo 

fatores inflamatórios, como espécies reativas de oxigênio (reactive oxygen species - 

ROS), TNF-α, IL-1β, IL-6, interleucina 12 (IL-12) e interleucina 23 (IL-23), com o 

potencial de combater as células tumorais (91). Já a polarização M2 seria desencadeada 

após estímulos anti-inflamatórios, como interleucina 4 (IL-4), IL-10 ou interleucina 13 
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(IL-13), estes macrófagos possuindo menor citotoxicidade para as células tumorais 

através da produção de citocinas anti-inflamatórias como IL-10 e TGF-β e as quimiocinas 

CCL22 (quimiocina CC ligante 22) e CCL17 (quimiocina CC ligante 17) (92,93). A 

classificação mais aceita atualmente é de que macrófagos associados ao tumor, os 

chamados TAMs, dá-se porque estas células assumem não um fenótipo M1 ou M2 

genuíno, mas, ao invés disso, provavelmente exibem um continuum ou um estado 

transitório de diferenciação, com a existência de marcadores tanto M1 como M2 nesses 

macrófagos ativados pelo tumor (53).  

Os TAMs são uma população proeminente de células imunológicas do TME de 

GBs, e por desempenharem um papel crítico na indução da imunossupressão, eles tornam-

se alvos relevantes no controle da progressão do tumor (53). Isso é verdade porque os 

mecanismos para a evasão imune e supressão do TME favorecem o estabelecimento da 

célula tumoral e a perda da função efetora de células imunes do local ((52,94). Juntamente 

com os TAMs, a presença de Tregs garante ao GB a fama de ser um “cold tumor”, um 

tumor imunologicamente frio em que não há uma forte resposta de células T efetoras à 

presença das células tumorais (44). Diante do fato de que o recrutamento de novos TAMs 

e Tregs para o TME é um fator crucial para o estabelecimento e manutenção de um 

ambiente imunossupresso, torna-se imprescindível delimitar que a integridade dos 

astrócitos formadores da BHE seja uma condição fundamental para o crescimento do 

tumor (95).  

Uma vez recrutados, TAMs e astrócitos residentes do SNC podem vir a 

estabelecer um importante crosstalk no sentido de formar novos astrócitos reativos no 

TME, contribuindo para o aumento do processo de modulação imune (22). Microglia e 

astrócitos exibem uma íntima comunicação bidirecional, que ocorre através da liberação 

de uma variedade de moléculas, incluindo citocinas, quimiocinas, ATP e fatores de 

crescimento (96). A “conversa molecular” entre microglia e astrócitos desempenha um 

papel importante frente a estímulos estressores. É descrito o potencial que microglias 

ativadas, usualmente as primeiras células a reagirem frente a um insulto no SNC, têm de 

estimular a ativação de astrócitos vizinhos a elas (24,96). E o contrário também é 

verdadeiro: astrócitos também realizam esse crosstalk, contribuindo para a ativação da 

microglia (96).  

Mais especificamente, a administração de lipopolissacarídeo (LPS), endotoxina 

presente na parede celular de bactérias gram-negativas e amplamente utilizada em 

modelos de neuroinflamação, é 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 astrócitos e ativá-los também, sendo a liberação de interleucina-1α (IL-

1α), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) e componente do complemento 1q (C1q) pela 

microglia capaz de induzir a ativação de astrócitos para um fenótipo inflamatório do tipo-

A1 (24,97). Astrócitos A1 perdem a capacidade de realizar suas funções normais, não 

funcionando mais como promotores de sobrevivência neuronal, mas sim produzindo mais 

fatores inflamatórios, como componentes do complemento e citocinas pró-inflamatórias, 

responsáveis por criar um ambiente tóxico para neurônios e oligodendrócitos (24).  

Autores também já demonstraram que a liberação de NO e TNF-α pela microglia 

ativada também é capaz de levar ao aumento da produção dessas mesmas moléculas agora 

por astrócitos ativados (98). Já astrócitos com fenótipo reativo podem influenciar a 

ativação de microglias através da liberação do fator do complemente 3 (C3), que por sua 

vez regula a atividade fagocitária da microglia (99). Todos estes efeitos pró-inflamatórios 

da comunicação entre microglia e astrócitos ativados já foram descritos em modelos 

animais de neuroinflamação, neurodegeneração e até relacionados ao envelhecimento 

natural do SNC (24,97,100,101).  

A “habilidade” do astrócito de tornar-se reativo frente a injúrias pode também ser 

uma interessante ferramenta para o tratamento de tumores cerebrais. Diversos fatores 

envolvidos na comunicação cruzada entre microglia, astrócitos e células tumorais já 

foram descritos da literatura (59). Por exemplo, os altos níveis de IL-6 encontrados no 

TME do GB são fruto de microglia ativada, entretanto elas não são as únicas fontes 

produtoras desse mediador: astrócitos ativados também produzem IL-6, citocina que 

contribui para a migração e invasão do tumor através da liberação de metaloproteinase 14 

(MMP14) por células tumorais (102). 

Ademais, estudos mostram que as células tumorais podem manipular o 

comportamento de astrócitos, através da liberação de IL-10 e interferon beta (IFN- β), 

ativando-os para um fenótipo anti-inflamatório (do tipo-A2) (57). A interação entre 

astrócitos e microglia também é descrita como crucial para que haja a liberação dos 

mediadores anti-inflamatórios IL-10, TGFβ e Fator estimulante de colônia (CSF), 

responsáveis por estabelecer a imunossupressão característica do TME (54). Esses 

resultados indicam que este subtipo distinto de astrócito reativo é mediado por uma 

alteração conjunta do secretoma circundante causado tanto pela comunicação com células 

tumorais e microglia, e que somente na presença deles, altas concentrações de IL10 anti-

inflamatória e TGFβ são detectáveis no TME (54).  
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O processo de reatividade astrocítica também já foi associado à diminuição da 

eficiência da quimioterapia por meio da inibição da apoptose induzida por agentes 

quimioterápicos (59,98). A expressão de genes associados à astrócitos ativados foi 

considerada marcador de baixo prognóstico para pacientes diagnosticados com GB, 

segundo o banco de dados do TCGA (Atlas do Genoma do Câncer – do inglês, The 

Cancer Genome Atlas) (103). Além disso, o GB estabelece contato direto com 

astrócitos/células microgliais por meio de vesículas extracelulares (EVs) (104). As EVs 

podem transportar moléculas importantes, como miRNAs e citocinas, que tornarão os 

astrócitos mais reativos e, ao mesmo tempo, induzirão neles um fenótipo 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 astrócito reativo associado ao tumor como 

sendo A2, assim como o que ocorre com a classificação de macrófagos e microglia, o 

fenótipo A2 dos astrócitos ainda não está claramente definido, e os resultados presentes 

na literatura apontam para um intenso debate em relação à nomenclatura e às funções 

desses estados reativos (21). Dessa forma, assim como também amplamente discutido na 

literatura, nesta tese sugere-se que o fenótipo reativo associado ao tumor seja do "tipo-

A2", demonstrando múltiplos estágios reativos diferentes, como um reflexo da 

complexidade do TME (54).  

O TME apresenta um importante acúmulo de ATP e de adenosina, em níveis 

singularmente altos, sendo a adenosina a molécula determinante para a indução de 

imunossupressão característica no ambiente tumoral do GB (63,68,107). A elevada 

concentração de adenosina no TME de GBs é responsável por estimular a proliferação 

celular, angiogênese e o escape da imunovigilância, que é capacidade do sistema imune 

de reconhecer e inibir o processo neoplásico (65). De fato, dados do nosso grupo de 

pesquisa demonstram que a adenosina é capaz de induzir a proliferação celular por meio 

da sensibilização dos receptores A1, além de estimular os processos de migração e 

invasão celular de GB por meio do aumento da expressão de metaloproteinase 2 (MMP2) 

e de vimentina (68). Nesse sentido, o primeiro objetivo do nosso trabalho foi realizar uma 

pesquisa na literatura científica a fim de avaliar os mecanismos pelos quais a sinalização 

purinérgica é capaz de influenciar o processo de reatividade do astrócito, levando-o a 

adquirir diferente tipos de fenótipo – associados a processos neuroinflamatórios (tipo-A1) 

e/ou a processos regenerativos (tipo-A2).  
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No meio extracelular, o ATP é considerado um DAMP, liberado por células 

lesionadas durante a inflamação (108). O ATP pode ser liberado por astrócitos através de 

vias específicas e reguladas, sendo elas a exocitose (109), a liberação vesicular (110) ou 

a difusão através de canais iônicos (111,112). Além disso, diversos estudos descrevem a 

presença de receptores e enzimas purinérgicas em astrócitos, garantindo que essas células 

possuem método de controle de liberação e também de regulação na concentração de 

mediadores purinérgicos no meio extracelular (68,80–83). 

O ATP também possui papel fundamental como um gliotransmissor excitatório, 

liberado pelos astrócitos na chamada sinapse multipartita (113). Mais detalhadamente, 

astrócitos participam ativamente de sinapses juntamente de neurônios, liberando 

moléculas transmissoras – que por serem liberadas por células gliais, recebem não o nome 

de neurotransmissores, mas de gliotransmissores. Dentre os exemplos de 

gliotransmissores estão o glutamato, a D-serina e o ATP, e é através da sinalização 

mediada por eles que o astrócito exerce ações de feedback neuronal e eventualmente 

modula a transmissão e plasticidade sináptica importantes para os eventos de aprendizado 

e memória, por exemplo (81). 

O ATP pode ser rapidamente convertido em seu produto de metabolização, a 

adenosina, por meio da atividade das ectonucleotidases. O astrócito expressa 

majoritariamente a NTPDase2, ectonucleotidase capaz de hidrolisar preferencialmente o 

ATP em detrimento do ADP em uma relação 30:1 e, subsequentemente, ADP em AMP 

(83,114,115). Uma vez que altos níveis de ATP extracelular induzem toxicidade para o 

SNC, sugere-se que a atividade da NTPDase2 em astrócitos pode ser uma importante 

ferramenta do astrócito a fim de proteger os neurônios contra possíveis danos (114). 

Astrócitos reativos são também uma fonte proeminente da enzima CD73 em modelo 

animal de esclerose múltipla através da indução de encefalomielite autoimune 

experimental (EAE), demonstrando uma superexpressão na enzima como um possível 

repertório no sentido de proteção durante situações inflamatórias agudas (116). Nesse 

sentido, a expressão do eixo CD39/CD73 em astrócitos torna-se um importante alvo em 

patologias envolvendo vias de regulação imune, como por exemplo os tumores cerebrais. 

É também possível sugerir que a expressão de receptores purinérgicos possa 

modular o perfil de ativação de astrócitos, estabelecendo diferentes fenótipos de astrócitos 

reativos. Segundo o observado na revisão da literatura apresentada nesta tese, a 

sensibilização dos receptores P1, ou seja, receptores de adenosina, do subtipo A1 (A1R) 

e do subtipo A2B (A2BR) em astrócitos é crucial para a manutenção da 
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viabilidade/funcionalidade neuronal e pode contribuir para o perfil A2/neuroprotetor dos 

astrócitos por mediar ações de neuroproteção via ativação da cascata do fator nuclear 

kappa B (NFkB) (117,118). Em contraste, a superexpressão do receptor P1 do subtipo 

A2A (A2AR) perturba a homeostase adenosinérgica e está envolvida na degeneração 

neuronal, representando uma condição clássica de ativação A1/neurotóxica em astrócitos, 

promovendo a ativação de microglia/toxicidade neuronal por liberação excessiva de 

glutamato (119). 

Em geral, a adenosina extracelular está diretamente relacionada a processos 

celulares como viabilidade e adaptabilidade, porém em condições patológicas o aumento 

na concentração desse mediador purinérgico pode estar associado ao desenvolvimento e 

progressão de doenças neurodegenerativas e, também, de tumores cerebrais (107,120). 

No caso do GB, sabe-se que há um desequilíbrio no eixo CD39-CD73, marcado por uma 

superexpressão da enzima CD73 nas células tumorais, que leva ao acúmulo de adenosina 

no meio extracelular (68). Como anteriormente demonstrado por nosso grupo de 

pesquisa, o silenciamento ou a inibição farmacológica da CD73 utilizando o APCP é 

capaz de diminuir o crescimento do GB in vitro e in vivo, sendo a sinalização 

adenosinérgica um alvo interessante para o tratamento deste tumor cerebral tão 

desafiador. 

O presente trabalho sugere que o uso da CD73 como alvo terapêutico possa ser 

interessante porque busca modular a expressão dessa enzima em todas as células 

presentes no TME: não só células tumorais, mas também nas células imunes de fenótipo 

imunossupressor e nos astrócitos associados ao tumor. Nesse sentido, a revisão de 

literatura levanta a hipótese de que os astrócitos reativos estão envolvidos na progressão 

de tumores cerebrais, como o GB. Subsequentemente, eles podem ser corrompidos por 

células tumorais e participar direta e indiretamente da formação de um microambiente 

promotor de suporte tumoral, assumindo um perfil ativado tipo A2, caracterizado pela 

expressão de marcadores específicos para este fenótipo, dentre eles  a proteína S100 

calcium-binding protein A10 (S100a10), e pela produção dos mediadores anti-

inflamatórios IL-10, IFN- β, TGFβ e CSF, contribuindo para a imunossupressão do TME 

e, por fim, para o desenvolvimento de radio-quimioresistência características do GB. 

Alterações na sinalização purinérgica, incluindo a diminuição da hidrólise do ATP 

e o aumento da formação de adenosina pelas células tumorais quando comparadas aos 

astrócitos contribuem para o aumento dos níveis de ATP e de adenosina no TME 

(83,121). Somado a isso, a modificação da expressão 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 resistência ao tratamento (68,122,123). Assim, 

considerando o uso significativo da radioterapia no tratamento do GB e a relação com o 

nível de ATP liberado de células necróticas no local do tumor, o qual pode servir de 

substrato para a formação de adenosina no TME, nós nos questionamos o quanto o 

bloqueio farmacológico da CD73 e a consequente diminuição de formação de adenosina 

poderia potencializar o efeito da radioterapia. Essa questão foi então investigada no 

Capítulo 2 desta tese.   

De fato, a radioterapia continua sendo um dos pilares de tratamento para o GB 

(48). Modalidade terapêutica clinicamente bem-sucedida e eficaz para o GB (124,125), a 

radioterapia é caracterizada pelo uso de radiação ionizante (RI) no local do tumor, 

causando efeitos citotóxicos ao perturbar a integridade do DNA (126). A radioterapia tem 

um papel bem estabelecido na melhoria da sobrevivência 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 modificações na vasculatura e a presença de 

hipóxia no nicho tumoral estão associados a uma alta incidência de radiorresistência 

(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 inibição de CD73 combinada com RI na 

produção de ATP e adenosina em linhagens de células de GB.  

Inicialmente, realizamos a análise da expressão das ectonucleotidases CD39-

CD73, as quais são caracterizadas como um importante eixo de conversão de ATP até 

adenosina no meio extracelular, nas três linhagens de GB utilizadas no estudo. 

Interessantemente, as linhagens estudadas apresentaram diferentes graus de sensibilidade 

frente à irradiação (SBGB < GL261 < CT-2A). Todas as três linhagens celulares 

escolhidas para o presente estudo são derivadas de camundongos C57BL-6. Embora 

GL261 e CT-2A sejam linhagens de células de glioma de camundongo clássicas e 

completamente caracterizadas (129,130), as diferentes alterações genéticas dessas duas 

linhagens celulares explicam a variabilidade encontrada nos níveis de CD39 e CD73 em 

condições basais. GL261 histologicamente se assemelha a tumores classificados como 

ependimoblastomas, no entanto essa linhagem celular apresenta mutações 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 são descritos pela alta 

semelhança com células-tronco neurais, histologicamente exibindo um fenótipo próximo 
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à classificação de astrocitoma de alto grau, e apresentando marcação positiva para p53, 

GFAP, Sox9 e Sox10 (131). O SBGB é uma linhagem celular gerada usando o sistema 

de transposon Sleeping Beauty. Recentemente, este modelo genético tem sido utilizado 

para experimentos in vitro e in vivo relacionados à resistência à quimioterapia e terapias 

de checkpoints imunológicos para GB (132,133). No presente trabalho, foram utilizados 

transposons para NRAS, p53 e PDGFB, todos oncogenes/repressores tumorais relevantes 

relacionados à fisiopatologia do GB (134). 

Observamos que na linhagem CT-2A a expressão de CD39 encontrou-se próxima 

a nula, enquanto a expressão de CD73 sofreu um relativo aumento, apesar de não 

significativo. Tais dados estão alinhados com estudos prévios do grupo que demonstram 

uma inversão no metabolismo do ATP em células tumorais quando comparadas as células 

não transformadas, como os astrócitos. Também é importante destacar que esse é o 

primeiro estudo que caracteriza a expressão em nível de proteína do eixo CD39-CD73 

nessas linhagens tumorais.  

Além disso, foi demonstrado que células de uma linhagem de GB (CT-2A) após 

exposição à radioterapia apresentaram uma taxa de crescimento mais lenta. Esse 

fenômeno foi significativamente potencializado após o tratamento com APCP, sugerindo 

um efeito concomitante de 5 Gy de radiação e inibição de CD73. Esse efeito muito 

interessante poderia ser explicado pela presença de altos níveis de ATP derivados da 

exposição à RI. O ATP tem um papel bem descrito no ambiente extracelular como um 

DAMP, sendo responsável por sinalizar um alarme para o sistema imunológico (135). 

Estudos na literatura descrevem o aumento nos níveis de ATP extracelular após exposição 

à RI como um potencial mediador de toxicidade (136). Nesse sentido, vários autores têm 

sugerido o uso potencial de certos níveis de radioterapia para melhorar a eficácia da 

imunoterapia, utilizando o ATP liberado desencadeador de respostas imunes antitumorais 

no TME (137–139). 

Diante do exposto, é possível observar que os dados apresentados levam ao 

entendimento de que a RI aumenta a liberação de ATP no nicho extracelular, e o efeito 

concomitante da inibição de CD73 combinada com irradiação é capaz de suprimir o 

crescimento tumoral por meio da redução da formação de adenosina a partir da hidrólise 

do ATP. Estes resultados contribuem para melhorar o efeito antitumoral da radioterapia, 

lançando luz sobre uma via alternativa usando a inibição de CD73 como terapia adjuvante 

à usualmente utilizada pela clínica. Entretanto, experimentos adicionais para melhor 

compreender os mecanismos envolvidos na potencialização do efeito citotóxico da RI 
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promovida pela inibição da CD73 são necessários e estão descritos na sessão 

“Perspectivas” desta tese.  

O terceiro capítulo desta tese objetivou investigar como o TME do GB afeta os 

astrócitos, e se o processo de reatividade influencia a progressão do tumor. Nosso grupo 

de pesquisa tem se dedicado em investigar o papel das células não transformadas na 

progressão tumoral. Nesse contexto, cabe salientar que o GB é um tumor altamente 

heterogêneo, estando inserido em um microambiente único, o SNC (140). Apesar das 

células gliais, particularmente os astrócitos, serem as células mais abundantes do SNC 

(10) estando presentes no TME desde o princípio da tumorigênese, pouco se sabe a 

respeito da sua participação na malignidade dos GBs.  

De fato, o estudo da reatividade de astrócitos relacionada ao microambiente de 

tumores cerebrais é demasiadamente desafiadora, uma vez que células gliais (como os 

astrócitos) e células do tumor muitas vezes apresentam expressão gênica, como GFAP, 

vimentina e nestina (20), e características morfológicas semelhantes entre si, dificultando 

a diferenciação da população de células tumorais da população astrocítica (141). Além 

disso, os níveis circulatórios de GFAP são relatados como potencial indicador de 

diagnóstico de GB (142).  

Consistente com a complexidade funcional apresentada pelos astrócitos, Liddelow 

e colaboradores propuseram um modelo de polarização astrocítica, no qual os astrócitos 

podem apresentar um espectro de polarização tendo como extremos o fenótipo A1 

(proinflamatório/neurotóxico) e o fenótipo A2 (antiinflamatório/neuroprotetor) (24). 

Novamente, estudos na área de doenças neurodegenerativas tem caracterizado a 

participação dos astrócitos A1 na progressão da Doença de Parkinson e da Doença de 

Alzheimer (22,24,97,100,101) enquanto, paralelamente, há poucos estudos que abordam 

o papel dos astrócitos na fisiopatologia de tumores do SNC (59,98).   

A nossa hipótese é a de que as células tumorais educam os astrócitos a assumir 

um fenótipo tipo-A2, os quais por meio da produção de fatores de imunossupressão e de 

indutores pró-tumorais, como a adenosina, promovem a progressão tumoral e o 

desenvolvimento de radio-quimioresistência. Para comprovar essa suposição, 

primeiramente desenvolvemos uma linhagem celular de GB utilizando um sistema de 

transposons chamado Sleeping Beauty. Este método consiste em induzir tumores 

cerebrais espontâneos em camundongos através da injeção 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 à 
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investigação de mecanismos de resistência à quimioterapia e terapias de checkpoint 

imunológico para GB (132,133,145).  

No presente trabalho, foi estabelecida a linhagem denominada por nós como 

SBGB (Sleeping Beauty Glioblastoma). Para tal, foram utilizados transposons para os 

genes da proteína NRAS, p53 e subunidade B do fator de crescimento derivado de 

plaquetas (PDGFB, do inglês, platelet derived growth factor subunit B), relevantes 

oncogenes/genes supressores de tumor relacionados à fisiopatologia do GB (134). A 

escolha por utilizar essa linhagem celular tem como objetivo mimetizar as alterações 

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 

característico, vantagem que é amplamente descrita em outros trabalhos da literatura que 

também utilizam o modelo animal baseado no sistema de transposons Sleeping Beauty 

(146). Dessa forma, foi possível compreender melhor como a comunicação entre células 

tumorais, infiltrado imune e astrócitos ocorre, de forma a estabelecer como as relações 

entre esses três pilares fortalecem a progressão 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 plasmídeos na região intraventricular.  A transfecção foi 

realizada utilizando o reagente de entrega de DNA compatível com experimentos in vivo. 

Os seguintes plasmídeos de DNA foram utilizados para induzir alterações genéticas 

relacionadas ao GB: pT2/C-Luc/PGK-SB13 pT2/shP53/GFP/mPDGFB e pT/CMV-

NRAS (os dois últimos plasmídeos gerados no laboratório do Dr. Gary Kohanbash).  

Após 24 horas da injeção dos plasmídeos, a intensidade de bioluminescência in 

vivo (BLI) foi avaliada, e o ponto final foi definido quando os animais apresentaram um 

sinal forte de BLI e sinais clínicos como perda de peso corporal e prostração (no 42º dia), 

demonstrando a presença do tumor.  Os animais então foram sacrificados, e o cérebro foi 

coletado e submetido à dissociação enzimática. As células em suspensão provenientes 

dessa dissociação foram colocadas em condições de cultivo celular. Todo o procedimento 

está descrito em detalhes na seção de métodos do manuscrito número 3 desta tese. Após 

ser estabelecida a linhagem celular SBGB, as células foram então implantadas em 

camundongos adultos.  
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No vigésimo dia após a injeção, 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 saudáveis (1), do hemisfério não-tumoral (2), 

e da área do tumor e peritumoral (3). Os astrócitos da região peritumoral e do hemisfério 

livre de tumor foram submetidos à análise de sequenciamento de RNA de célula única 

(Single-cell RNA sequencing - scRNAseq). Astrócitos isolados de animais livres de tumor 

foram considerados controle. Para superar o desafio de separar os astrócitos das células 

de GB para a posterior realização do scRNAseq, o marcador ACSA-2 foi empregado.  

ACSA-2 é a abreviação para astrocyte cell surface antigen-2 (tradução livre: 

antígeno de superfície celular de astrócitos-2) e é um marcador utilizado para o 

isolamento de astrócitos de camundongos jovens e adultos. Os astrócitos ACSA-2+ 

apresentam co-expressão de outros marcadores astrocitários, como GFAP, S100ß, 

ALDH1L1 e GLAST, e, interessantemente, são mais amplamente expressos em astrócitos 

do que o GFAP (20). De acordo com os dados apresentados no manuscrito, a população 

de astrócitos ACSA-2+ em todos os grupos experimentais também apresentou expressão 

de vários marcadores astrocitários, como Solute Carrier Family 1 Member 2 (SLC1A2), 

proteína NDRG membro 2 (NDRG2), e GFAP, reforçando a identidade astrocitária 

dessas células. Além disso, não foi observada expressão de marcadores associados a 

outros tipos celulares, como microglia e oligodendrócitos, consistente com a pureza em 

astrócitos da população de células isoladas por sorting. 

Subsequentemente, a variedade de 7 clusters diferenciais no grupo experimental 

de astrócitos saudáveis demonstrados pelos resultados obtidos no presente estudo 

evidenciou o papel crucial dos astrócitos em várias vias associadas à homeostase do SNC, 

como as vias de organização de sinapses, fosforilação oxidativa e respiração celular em 

geral e processos de diferenciação de células gliais. Ademais, os astrócitos saudáveis 

(isolados de animais controle que não receberam o implante das células tumorais) e os 

astrócitos isolados da hemisfério não-tumoral apresentaram-se muito semelhantes, 

enquanto os astrócitos da amostra coletada na região tumoral e peritumoral expressaram 

um perfil transcricional diferente.  

Astrócitos isolados de animais controle ou do hemisfério não-tumoral apresentam 

enriquecimento dos clusters 1; 3; 4; 5; 7; 8; 11. Pegando como exemplo, o cluster 3 é 

caracterizado pelas vias de sinalização que controlam a organização de sinapses, 

sugerindo por exemplo envolvimento com a sinaptogênese, formação da memória e 

aprendizado. Já os astrócitos-associados ao tumor apresentam enriquecimento dos 
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clusters 2; 6; 9; 10; 12. A maioria desses clusters revelam estar associados a funções 

relacionadas ao processo de reatividade do astrócito. Dentre os clusters associados ao 

tumor, destacam-se os clusters 2 e 6. Esses dois clusters foram escolhidos para a discussão 

porque, além de eles demonstrarem a plasticidade do astrócito reativo por se tratar de dois 

fenótipos com perfis de expressão muito diferentes entre si, eles também representam 

populações fenotípicas de astrócitos que se encontram em grande número na amostra.  

Mais especificamente, sugere-se que o cluster 2 estaria associado ao astrócito do 

tipo-A2, apresentando expressão de proteínas relacionadas à organização e “limpeza” de 

sinapses, também chamado de pruning de sinapses, incluindo as proteínas Camk1d 

(proteína quinase dependente de cálcio/calmodulina tipo 1d), Gfap e Actb (Actina beta).  

É possível verificar um perfil semelhante nos cluster 9 e 10, onde no cluster 10 é possível 

verificar até o envolvimento de processos relacionados à formação da cicatriz glial, por 

causa do aumento na expressão de vimentina nesses astrócitos. Entretanto esses dois 

últimos clusters, apesar de revelarem-se específicos nas populações do TME, estão em 

menor número quando comparadas com o cluster 2. Já relacionado ao cluster 6, propõe-

se que este seja um astrócito ativado em um perfil tipo-A1, um perfil clássico de ativação 

(24). Além de demonstrar aumento na expressão de vias biológicas ligadas à resposta 

celular frente ao lipopolissacarídeo, como a expressão de CD14, há o envolvimento com 

o recrutamento de células imunes, ação de grande importância para a formação do TME 

característico do GB. Esse mesmo perfil fenotípico pode também ser visualizado no 

cluster 12.  

Considerando que o perfil de expressão gênica dos astrócitos purificados de 

cérebro de animais controle é similar ao dos astrócitos isolados do hemisfério livre de 

tumor, os resultados do manuscrito 3  sugerem que há a necessidade de um contato mais 

próximos entre as células tumorais e os astrócitos para que o crosstalk entre essas células 

seja efetivo. Entretanto, há a necessidade de realização de experimentos adicionais para 

se comprovar essa hipótese.  

Além disso, o impacto da sinalização mediada pela adenosina na modulação do 

fenótipo dos astrócitos-associados ao tumor será melhor investigada, conforme descrito 

nas perspectivas dessa tese. Nesse sentido, dados preliminares de animais implantados 

com tumor e tratados com o inibidor farmacológico da CD73 (APCP) foram incluídos no 

Anexo II desta tese. A ilustração contendo o design do tratamento encontra-se também 

em anexo à tese. A análise do tamanho do tumor indica que os animais que receberam o 

tratamento com o APCP, e, portanto, tiveram o bloqueio da via de formação 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 

modificação da progressão do tumor e, possivelmente, no perfil do TME. Os dados do 

scRNAseq ainda estão em fase de análise preliminar e serão mais bem explorados para a 

sua posterior publicação. 

Em outras palavras, os dados apresentados no capítulo 3 da presente tese 

demonstraram o impacto do TME no desenvolvimento de populações distintas de 

astrócitos reativos no GB, relacionadas tanto ao perfil do tipo-A1, clássico e pró-

inflamatório, quanto ao tipo-A2, relacionado à regeneração tecidual e organização de 

sinapses. Consistente com a literatura existente, foi observada uma correlação entre vias 

inflamatórias e os padrões específicos de ativação dos astrócitos, como a 

presença/expressão de vias relacionadas à resposta celular aos lipopolissacarídeo. 

Ademais, sugere-se que a proximidade com o tumor seja caráter obrigatório para que haja 

o processo de ativação efetiva do astrócito.  

A partir dos resultados expostos nos três capítulos desta tese, é possível propor 

que sinalização purinérgica/adenosinérgica é uma via importante para a polarização 

astrocítica, podendo ser utilizada para a classificação A1 e A2 de astrócitos. Além disso, 

o uso da via adenosinérgica como alvo terapêutico prova-se potencialmente interessante 

para o GB, já que essa proteína/enzima se mostra importante tanto para a biologia tumoral 

como para as células associadas ao tumor presentes no TME, dando suporte ao mesmo.  

Em adição a isso, há evidências de que a inibição da CD73 em conjunto com a 

exposição à radiação ionizante possua um interessante efeito concomitante na diminuição 

da sobrevivência das células tumorais. Os resultados demonstrados no capítulo 2 dão 

suporte para a modulação da via adenosinérgica como um alvo biológico para o 

tratamento do GB, ferramenta que apresenta um imenso potencial de translação para a 

clínica, já que todos os pacientes com GB são submetidos ao tratamento radioterápico. 

Além disso, o bloqueio da sinalização adenosinérgica representa a tentativa de contornar 

um problema comum relacionado ao tratamento usual - o desenvolvimento de 

radioressistência – e dá esperança aos pacientes que a mais de três décadas não possuem 

alternativa terapêutica 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 astrócitos 

apresentam em um contexto fisiológico que, nas nossas condições experimentais, foram 

classificados em 12 diferentes clusters. Os resultados presentes nesta tese também tornam 
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possível propor que, coerente com a literatura, os astrócitos associados ao tumor tenham 

características mistas de astrócitos A1 e A2, sob um espectro de ativação que respeita a 

complexidade que o TME possui. Adicionalmente, a comparação entre astrócitos-

associados ao tumor e astrócitos do hemisfério sem tumor sugerem que há a necessidade 

de proximidade entre astrócitos e GB para que o crosstalk/modulação seja efetiva. Nesse 

sentido, o presente estudo representa um esforço pioneiro na caracterização dos perfis de 

ativação dos astrócitos usando um modelo animal de indução de GB com uma melhor 

representação do ambiente imunológico complexo do TME, e que a partir dos dados 

obtidos é possível dizer que os astrocitos são efetivamente modulados pelo tumor, 

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

Os resultados dessa tese destacam os efeitos da modulação da via adenosinérgica 

em diferentes parâmetros da progressão do GB. Por meio de extensa análise crítica da 

literatura, foi possível estabelecer o estado da arte relacionado ao envolvimento do 

sistema purinérgico e a ativação de astrócitos, bem como o delineamento do perfil de 

expressão de enzimas e receptores purinérgicos de acordo com os diferentes fenótipos de 

astrócitos ativados.  

A partir dos dados gerados pela presente tese, foi também possível delimitar os 

efeitos da adenosina na resistência in vitro ao tratamento com radiação ionizante, 

demonstrando o potencial uso da enzima CD73 como alvo para melhorar a eficácia da 

radioterapia. Em adição a isso, os efeitos da comunicação entre células tumorais e 

astrócitos associados ao tumor provenientes do microambiente tumoral de glioblastomas 

foram descritos através do uso de ferramentas de análise de expressão por meio da 

ferramenta de Single cell RNA-seq. 

Em suma, nossos resultados contribuem para o estabelecimento do papel dos 

astrócitos associados ao tumor no GB. Os dados obtidos aqui demonstrando as 

características adaptativas dos astrócitos e a excepcional plasticidade dessa célula no 

SNC, além das consequências do intercâmbio de astrócitos e células tumorais na 

imunomodulação do TME. Através de uma perspectiva inovadora, o presente trabalho 

demonstra o potencial da via adenosinérgica como novo alvo para a otimização da 

eficiência terapêutica do tratamento desse tumor agressivo e de baixa sobrevida na 

população. Nossos dados também apontam para o astrócito como um dos elementos 

participantes da progressão tumoral, merecendo uma atenção especial no design de novas 

modalidades terapêuticas para o GB.  
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PERPECTIVAS  
 

Diante dos resultados obtidos na presente tese, é possível delinear novos 

objetivos específicos a fim de explorar ainda mais as implicações da modulação da via 

adenosinérgica no processo de reatividade de astrócitos presentes no TME do GB. O 

nosso trabalho foi capaz de estabelecer uma base sólida na área por meio da publicação 

de um artigo de revisão analisando o estado da arte relacionado ao envolvimento de 

parâmetros purinérgicos na ativação de diferentes fenótipos de astrócitos. A realização 

deste trabalho foi motivada pela carência de literatura acerca do tema, combinada com a 

ocorrência da pandemia da COVID-19, que levou à interrupção das atividades presenciais 

nos laboratórios de pesquisa da Universidade.  

A publicação revelou-se de sucesso, com insights valiosos e perguntas 

promissoras que ficam em aberto para serem exploradas após a realização desta tese. 

Embora a participação dos astrócitos na biologia do SNC tenha sido bem estabelecida, 

não há um consenso sobre a polarização astrocitária em diferentes fenótipos de acordo 

com a natureza da lesão, nem especificamente como esse processo ocorre nos tumores 

cerebrais. Estudos adicionais são necessários para descrever melhor suas características 

completas e principais aspectos em relação à ativação frente à diferentes distúrbios 

envolvendo componentes imunológicos. Além disso, estudos sobre a polarização 

astrocitária são necessários para entender se diferentes condições de lesão levam à 

produção de diferentes subpopulações de astrócitos A1/neurotóxicos e 

A2/neuroprotetores, ou a estágios de transição até que o estado celular completamente 

reativado seja alcançado. Além disso, poucos estudos têm se concentrado na ligação entre 

sinalização purinérgica e a participação dos astrócitos na constituição do nicho tumoral. 

Considerando o papel-chave da sinalização adenosinérgica na fisiopatologia do GB, a sua 

ação terapêutica deve ser mais bem descrita, bem como a relação que a liberação de 

adenosina no meio extracelular possui com o processo de ativação de astrócitos. 

Nesse sentido, o segundo capítulo desta tese traz como principal achado o efeito 

concomitante da radiação ionizante e do bloqueio farmacológico da enzima CD73 através 

da administração de APCP. Foi observada a taxa de crescimento de diferentes linhagens 

celulares de GB, avaliando assim a resistência das células tumorais frente o tratamento 

radioterápico. Diante disso, torna-se interessante aprofundar os conhecimentos acerca dos 

efeitos não só no crescimento das células tumorais, mas também nos astrócitos associados 

ao tumor.  
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A radioterapia é amplamente utilizada pelos pacientes diagnosticados com GB, 

e possui modalidades de tratamento que combinam ciclos recorrentes de exposição à 

radiação ionizante (147). Uma vez que a reincidência pode estar associada com possíveis 

danos às células do SNC (148), tem-se a perspectiva de investigar os possíveis danos 

relacionados à radiação ionizante às células saudáveis que permanecem no tecido após a 

excisão cirúrgica do tumor. Através da realização de mais experimentos, o objetivo será 

determinar a relação entre a ativação do astrócito após a exposição ao estresse da 

radioterapia e a reincidência do GB nos pacientes.  

Em relação ao capítulo final desta tese, a escolha em apresentá-lo na forma de 

um manuscrito em preparação justifica-se devido a nossa perspectiva de aprimorar a 

análise dos dados gerados pelo Single cell RNA-seq a fim de produzir uma publicação 

inovativa, de alto impacto e com extrema relevância 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 características específicas de astrócitos isolados de 

tecido saudável, comparando-as aos astrócitos obtidos a partir de amostras de tumor.  

Além deste primeiro grupo de dados analisados no terceiro capítulo desta tese, 

estão 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 indução de GB (a partir da injeção estereotáxica de células de uma 

linhagem de GB), mas agora tratados ou não com APCP, o bloqueador farmacológico de 

CD73 também utilizado no capítulo 2 desta tese. Em anexo nesta tese é apresentado 

resultados preliminares promissores demonstrando que os animais tratados com APCP 

apresentaram tumores significativamente menores em relação aos animais do grupo 

controle negativo ao final de 20 dias de tratamento. Nesse sentido, é proposto como 

perspectiva a análise da expressão gênica gerada a partir das amostras de tumor destes 2 

grupos experimentais, no sentido de investigar as diferenças no perfil das células imunes 

presentes no TME dos animais em que a produção de adenosina foi bloqueada.  

Também é proposto como perspectiva desta tese a retomada de objetivos 

específicos propostos no projeto de doutorado que não puderam ser concluídos durante o 

período devido a fatores externos, como por exemplo a ocorrência da COVID-19. 

Encontra-se em anexo nesta tese o trabalho de conclusão de curso da aluna Maria Paula 

de Medeiros, que teve seu trabalho coorientado durante a realização desta tese. Os 

experimentos realizados pela aluna tiveram como objetivo padronizar uma cultura de 

astrócitos corticais a partir de camundongos neonatos para a realização de estudos de 
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análise de polarização astrocítica in vitro. Em anexo encontra-se a capa do trabalho com 

o título do projeto, o resumo, os objetivos (geral e específicos), métodos e os resultados 

obtidos.  

A partir dos dados levantados no trabalho de conclusão de curso da aluna, foi 

possível estabelecer e padronizar o cultivo de astrócitos primários de camundongos, com 

células viáveis e marcadas positivamente com o GFAP, como é possível observar nas 

imagens das culturas contidas no trabalho. Também foi possível verificar que o 

tratamento com os indutores de fenótipos reativos de astrócitos escolhidos, o LPS e o 

TGFb combinado à IL-10, não demonstrou citotoxicidade no ensaio de MTT. É 

importante lembrar que os testes realizados serviram como ponto de partida para avaliar 

a resposta astrocitária. Esses ensaios preliminares são de extrema importância, pois 

garantem células viáveis para futuros ensaios com astrócitos frente a esses tratamentos.  

Diante do exposto, propõe-se como perspectiva ao trabalho realizar novos 

experimentos no sentido de melhor delimitar os fenótipos A1 e A2 de astrócitos reativos, 

bem como realizar ensaios de viabilidade celular mais específicos, uma vez que o ensaio 

de MTT revela dados de forma indireta, a partir da quantificação da atividade das 

desidrogenases mitocondriais. Após delimitar os fenótipos, a ideia é que se investigue o 

processo de ativação dos astrócitos associados ao tumor por meio tanto de co-cultivo 

direto de astrócitos e linhagens celulares de GB, como por cultivo de astrócitos em meio 

condicionado de GB, a fim de comparar com os fenótipos clássicos A1 a A2. Com esse 

experimento, buscamos trazer resultados que corroborem para a hipótese de espectro de 

ativação, onde será possível observar traços dos dois fenótipos.  
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9.0 Observers:  
List any individuals who will have no contact with
live animals and for whom you are requesting an
exemption from the IACUC's species specific
training. Please note that the Principal Investigator
may not request a training exemption. 
Name E-Mail Employer
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the persons listed above as observers: 

10.0 If any personnel listed above are affiliated
with an institution outside the University of
Pittsburgh, please indicate the person's name
and the University or Institute. 

 

11.0 If any aspect of this protocol will involve
individuals who are not listed above, you must
describe in detail what training will be
provided prior to any animal experimentation.
Your description must include the topics to be
covered, who will perform the training, the
expected length of time for the training
session, a description of the individuals
attending and how you will document the
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This includes
individuals
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12.0
* Does the funding source/sponsor of this
study require compliance with GLP (Good
Laboratory Practice) Standards? 
   Yes   No

Note: Studies requiring GLP compliance cannot be
conducted at the University of Pittsburgh. If you select
"Yes" to this question you will not be able to submit this
protocol. Click  for more information.

 

13.0 * PI Contact Information (Mailing Address,
Phone Number): 
Gary Kohanbash 
Department of Neurological Surgery 
UPMC Presbyterian, Suite B-400 
200 Lothrop Street 
Pittsburgh, PA 15213 
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Work: (412) 647-3685 
cell: 412.894.6091

14.0 * Provide the name of one or
more persons (other than the PI) that may
be be contacted in the event of an emergency
regarding animal health. 
Lauren McCarl

 

15.0 * Provide the 24 hour phone or pager number
for the PI and person(s) named above that
may be contacted in the event of an
emergency. 
Gary Kohanbash-412.894.6091, Lauren McCarl-
412.721.7986 
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Anexo II: Design experimental e resultados parciais estudo in vivo da administração 
de APCP em camundongos 

 
 
 
 

 
 
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 III: Trabalho de Conclusão de Curso aluna Maria Paula de Medeiros 
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RESUMO 
 

 
DE MEDEIROS, Maria Paula. Padronização de uma técnica de cultura primária para 
o estudo dos astrócitos associados ao glioblastoma. 2023. Trabalho de Conclusão de 
Curso (Graduação) – Farmácia. Universidade Federal das Ciências da Saúde de Porto 
Alegre. Porto Alegre, 2023. 
 
 
Os astrócitos são células gliais essenciais para o bom funcionamento do SNC, 
participando da barreira hemato-encefálica, regulação metabólica e neurotransmissão. 
Em cenário de injúria cerebral, essas células passam por um espectro de ativação, 
podendo adquirir dois fenótipos distintos, A1 e A2. O perfil A1, também conhecido como 
neuroinflamatório, pode ser ativado por LPS enquanto o perfil A2, conhecido como 
neuroprotetor, pode ser ativado por IL-10 e TGFβ. O glioblastoma é um tumor 
extremamente agressivo que acomete o SNC e pode desencadear esse processo de 
ativação astrocitária. Tendo em vista possibilitar o estudo dos astrócitos frente ao 
glioblastoma, o objetivo do presente trabalho foi padronizar uma cultura de astrócitos 
corticais a partir de camundongos da linhagem C57/BL-6 neonatos. A partir da 
padronização e verificação da pureza da cultura, foram realizados ensaios de 
imunocitoquímica e MTT para apurar a viabilidade celular dos astrócitos frente ao LPS 
(como modelo de indução de perfil A1) e ao conjunto de IL-10 e TGFβ (como modelo de 
indução de perfil A2). Os resultados obtidos mostraram que ao submeter os astrócitos aos 
tratamentos, a viabilidade celular não foi afetada, possibilitando o uso desses protocolos 
de padronização e indução de fenótipos para futuros trabalhos do grupo. O estudo dos 
astrócitos associados ao glioblastoma possibilitam abrir caminho para novas propostas de 
alvos e terapias com base em seu potencial terapêutico. 
 
Palavras-chave: Cultivo celular primário. Astrócitos. Astrogliose Reativa. 
Glioblastoma. Microambiente Tumoral. 
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3. OBJETIVOS 
 

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

para a realização de estudos de análise de polarização astrocítica. 

 

3.1.1 Objetivos Específicos 

1. Padronizar o protocolo de realização de culturas primárias de astrócitos corticais 

a partir de camundongos neonatos da linhagem C57/BL-6. 

2. Realizar uma análise qualitativa do grau de pureza das culturas de astrócitos 

produzidas utilizando a proteína GFAP como marcador. 

3. Avaliar a viabilidade celular das culturas primárias de astrócitos frente a indução 

dos fenótipos A1 e A2, utilizando o tratamento com LPS e a combinação de TGFβ 

e IL-10, respectivamente. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

4.1. Materiais 
Os materiais utilizados para a realização desse estudo estão apresentados na Tabela 1 

(abaixo). Os demais solventes e outros reagentes não citados na tabela são de grau 

analítico. 

 
Tabela 1. Materiais utilizados. 

 

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

O projeto foi previamente aprovado pela CEUA (Comissão de Ética no Uso de 

Animais) e possui parecer número 653/19, obedecendo a resolução 38/2018 da CONSEA 

(Conselho Nacional de Controle e Experimentação Animal) sobre os parâmetros de bem-

estar animal.  

 

4.2.2. Metodologia aplicada para atender o Objetivo específico 1: Padronizar o protocolo 
de realização de culturas primárias de astrócitos corticais a partir de camundongos 
neonatos da linhagem C57/BL-6. 
 

Para o atendimento do objetivo específico 1, os astrócitos corticais foram obtidos 

a partir de camundongo C57/BL-6 neonatos (1-3d), segundo o protocolo descrito em 

Schildge et al. (2003) com pequenas modificações. Brevemente, os animais foram 

eutanasiados por decapitação utilizando uma tesoura cirúrgica e o cérebro foi isolado e 

mantido em CMF (solução tampão livre de cálcio e magnésio; pH 7,4) gelado para 

manutenção da viabilidade celular. Posteriormente, o córtex foi isolado e as meninges e 

os vasos sanguíneos foram cuidadosamente removidos utilizando micro pinças. Os córtex 

foram então dissociados mecanicamente através de pipetagem contínua até não se 

observar grumos de tecido. As células obtidas a partir de 3 - 5 animais foram 

centrifugados (10 min; 300 g), contadas em câmara de Neubauer com o corante trypan-

blue e semeadas (aproximadamente 25 milhões de células/garrafa) em meio DMEM/10% 

SFB em uma garrafa de cultivo de 75 cm² 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 condições de temperatura, concentração 

de CO2 e umidade controladas, 37°C, 5% e saturação, respectivamente (incubadora 

Thermo Scientific 4131) (Figura 5). O meio das células foi trocado 1 dia após o semeio, 

e depois a cada 3 dias até a maturação celular, caracterizada pela formação de uma 

monocamada de astrócitos (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 

astrócitos. O sobrenadante contendo a microglia ativada foi descartado. Após, foi 

adicionado 3 mL de tripsina durante 5 minutos, a fim de soltar os astrócitos 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). Após, o volume foi dividido igualmente entre duas garrafas 

de cultivo de 75 cm² 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 refrigeração a -20 

°C. Para cada garrafa de 75 cm², foi utilizada uma alíquota de poli-L-lisina diluída na 

proporção 1:1000 em água milli-Q. A garrafa foi mantida na incubadora durante 40 

minutos e após 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 eutanásia. 

 
Figura 5. Workflow do cultivo primário de astrócitos de camundongo C57/BL6. Baseado em Schildge et. 

al., 2013.

 

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

Figura 6. Workflow do shake do cultivo primário de astrócitos de camundongo C57/BL-6. O shake deve 

ser realizado durante o 7º ou 8º dia do cultivo. Baseado em Schildge et. al., 2013. 

Fonte: Autoria própria, 2022 - adaptado de Bio Render. 
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4.2.3. Metodologia aplicada para atender o Objetivo específico 2: Realizar uma análise 
qualitativa do grau de pureza das culturas de astrócitos produzidas utilizando a proteína 
GFAP como marcador. 
 

Após a padronização do método de isolamento, foi realizado o ensaio de 

imunocitoquímica, utilizando GFAP como marcador específico para astrócitos (Figura 

7). Para esse ensaio, também foi utilizado o protocolo descrito em Schildge et. al (2003), 

com algumas modificações. Os astrócitos foram tripsinizados e semeados (100.000 

células/coverslip) em coverslips de 15 mm de diâmetro previamente preparadas com poli-

L-lisina e cultivados em meio DMEM/10% SFB por 72h. Após, 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 solução 

bloqueadora (7% SFB, 0,2% Tween 20 e qsp PBS) durante 1 hora à temperatura ambiente.  

Após, foi realizada incubação com anticorpo primário anti GFAP (Tabela 1), diluído na 

proporção 1:100 overnight, a 4°C em câmara úmida. Após, as células foram lavadas 3x 

com PBS filtrado durante 10 minutos e foi adicionado o anticorpo secundário anti-rabbit 

Alexa 555 (Tabela 1), diluído na proporção 1:500 durante 1 hora em temperatura 

ambiente. As células foram novamente lavadas 3x com PBS filtrado durante 10 minutos 

e foi realizada a coloração com DAPI (Tabela 1), diluído na proporção 1:10.000 para 

marcação do núcleo celular. Novamente, as células foram lavadas com PBS filtrado 2x 

durante 10 minutos e foi realizada a montagem da lâmina utilizando Fluoromount G 

(Tabela 1). As lâminas foram armazenadas em câmara escura e fria até o momento da 

realização da captura das imagens realizada no microscópio Leica - modelo dm6b. 

Figura 7. Workflow do cultivo primário de astrócitos e posterior análise do marcador GFAP pela técnica 

de imunocitoquímica. 

 

Fonte: Autoria própria, 2022 - adaptado de Bio Render 
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4.2.4. Metodologia aplicada para atender o Objetivo específico 3: Avaliar a viabilidade 
celular das culturas primárias de astrócitos frente a indução dos fenótipos A1 e A2, 
utilizando o tratamento com LPS e a combinação de TGFβ e IL-10, respectivamente. 

Os astrócitos obtidos a partir de cultivo primário de camundongos C57/BL-6 

foram semeados em converslips (100.000 células/coverslip) durante 72h e então 

submetidos aos seguintes protocolos: i) administração de LPS (10ng/mL) para indução 

de perfil A1 durante 72h e  ii) administração de IL-10 (10 ng/mL) + TGF beta (1 ng/mL), 

para indução de perfil A2. Os astrócitos foram então submetidos ao mesmo protocolo de 

imunocitoquímica já citado acima (item 4.2.4). 

Para verificar a viabilidade celular, foram semeadas 20.000 células por poço em 

uma placa de 48 poços (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) administração de LPS (10 ng/mL) para indução de 

perfil A1 e  iii) administração de IL-10 (10 ng/mL) + TGF beta (1 ng/mL) para indução 

do perfil A2. Então, foi realizado um ensaio de MTT (brometo de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-

il-2,5-difeniltetrazólio). Essa técnica permite avaliar a atividade das desidrogenases 

mitocondriais via redução da molécula de MTT em um sal insolúvel - cristal de formazan 

(Vistica, 1991). O ensaio foi realizado nos tempos de 24h, 48h, 72h e 96h para todos os 

grupos. A absorbância foi medida em 492 nm. Os dados foram expressos como 

absorbância (média ± desvio padrão). Os gráficos e a análise estatística foram realizados 

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

Figura 8. Esquema de organização da placa de 48 poços para o ensaio de MTT. 

 
Fonte: Autoria própria, 2023 - adaptado de Bio Render  



 155 

5. RESULTADOS 
 
5.1. A padronização do protocolo de culturas primárias de astrócitos 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 

astrócitos de camundongo desde o semeio das células até a maturação após 3 semanas de 

cultivo. Para este cultivo, foi utilizado a porção cortical de 5 animais neonatos (3 dias de 

vida). O cultivo foi realizado em garrafas de 75 cm² e a quantidade de células semeadas 

foi de aproximadamente 21,2 x 106, relativo ao rendimento total obtido após o isolamento. 

O shake foi realizado no sétimo dia. Ao atingir a maturidade (20 dias), as células foram 

tratadas e o restante foi devolvido à garrafa. Foi realizado acompanhamento pós semeio, 

no qual a duração da cultura foi de 49 dias (7 semanas). Ao final do tempo preconizado 

de cultivo (20 dias) foi possível observar a predominância de células com a morfologia 

característica de astrócitos, indicando a importância da etapa de shake para a remoção de 

microglia. Além disso, conclui-se que a etapa inicial de limpeza do tecido cortical 

(remoção de vasos sanguíneos e de meninges) foi realizada de forma assertiva, uma vez 

que a cultura não apresenta contaminação com fibroblastos.  
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Figura 9. Imagens representativas do cultivo de astrócitos primários de camundongos C57/BL-6 ao longo 

do tempo conforme indicado. Magnificância: 20x. 

 
5.2. Análise qualitativa do grau de pureza das culturas de astrócitos produzidas 
utilizando a proteína GFAP como marcador. 

Com o intuito de verificar o grau de pureza das culturas de astrócitos produzidas, 

realizamos experimentos de imunocitoquímica utilizando a proteína GFAP como 

marcador (Figura 10). Neste ensaio, foi possível observar os astrócitos presentes na 

cultura. A marcação com fluoróforo azul (DAPI) permite identificar a localização dos 

núcleos celulares e a marcação com fluoróforo vermelho (Alexa 555) indica onde há 

presença de GFAP, proteína que compõe o citoesqueleto dos astrócitos. Portanto, quando 
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observamos a presença de núcleos celulares marcados em azul acompanhados por uma 

rede de filamentos vermelhos, podemos presumir que essa cultura celular é 

majoritariamente composta por astrócitos. Esse dado, somado à observação morfológica 

das culturas obtidas (Figura 9) comprovam que o protocolo de padronização de cultivo 

primário de astrócitos foi implementado com sucesso e que o mesmo é reprodutível, 

constituindo uma ferramenta útil para a realização de estudos da participação dos 

astrócitos em diferentes contextos fisiopatológicos.  

Figura 10. Análise da expressão de GFAP em cultura primária de astrócitos de camundongo C57/BL6. 

Astrócitos primários semeados em coverslips e processados para análise da expressão 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 núcleo marcado em azul (DAPI). Magnificância: 20x. 

 

5.3 Avaliação da viabilidade celular das culturas primárias de astrócitos frente a 
indução dos fenótipos A1 e A2, utilizando o tratamento com LPS e a combinação de 
TGFβ e IL-10, respectivamente. 

A partir da padronização da cultura de astrócitos, realizamos experimentos para 

determinar o impacto de indutores de polarização A1 e A2, LPS e TGFβ + IL-10 

respectivamente, sobre a expressão de GFAP, indicador de reatividade astrocitária, e 

sobre a viabilidade celular. Para tal, as culturas de astrócitos foram semeadas em 

coverslips e estimuladas com LPS (10 ng/mL) e com TGFβ + 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 expressão de GFAP em células controle 

e estimuladas com os referidos indutores de polarização A1 e A2. Apesar da marcação 

com GFAP estar presente em todos os grupos, não foi possível observar modificações 

morfológicas significativas entre os grupos ou aumento de expressão de GFAP nas células 

tratadas com LPS, conforme é descrito na literatura. Dessa forma, mais experimentos são 
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necessários para provar se os indutores de polarização A1 e A2 utilizados promovem 

modificações diferenciais na morfologia e/ou expressão de GFAP nos astrócitos.  

Figura 11. Análise da expressão de GFAP em cultura primária de astrócitos de camundongo C57/BL6. 

Astrócitos primários semeados em coverslips e processados para análise da expressão de GFAP. Em A, 

grupo controle, em B, astrócitos tratados com com LPS (10 ng/mL) e em C astrócitos tratados com TGFβ 

(1 ng/mL) e IL-10 (10 ng/mL), todos no tempo de 24h. Células marcadas com GFAP (anti-rabbit Alexa 

555 - LifeTechnol (A21428)). Magnificância: 20x. 

 

Após a análise da viabilidade celular dos astrócitos foi realizada. As culturas 

foram semeadas em placas de 48 poços e tratadas com LPS (10 ng/mL) e com TGFβ + 

IL-10 (1 ng/mL; 10 ng/mL) por tempos crescentes (24, 48, 72 e 96 h). Após, foi realizada 

a análise utilizando o ensaio do MTT, conforme descrito na metodologia. Células não 

tratadas e cultivadas em DMEM/10% SFB foram consideradas controle (Figura 12 e 

Figura 13). Com o conjunto dos presentes resultados, foi possível avaliar a viabilidade 

celular frente aos tratamentos propostos. O ensaio de MTT permitiu visualizar que não 

existe diferença significativa em relação ao tempo de exposição 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 é preservada em relação ao grupo controle, o que indica que o tratamento 

proposto não compromete a viabilidade celular dos astrócitos em nenhum dos tempos 

estudados. Concomitantemente, na imunocitoquímica, foi possível visualizar que os 

astrócitos não apresentaram indícios de dano ou morte celular frente aos tratamentos. 

 

 



 159 

Figura 12. Análise da viabilidade celular de astrócitos primários após o tratamento com LPS (10 ng/mL), 

TGFβ (1 ng/mL) em combinação com IL-10 (10 ng/mL). A análise de MTT foi realizada nos tempos 

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

expressos como média da absorbância ± desvio padrão e as análises estatísticas foram realizadas através 

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

como estatisticamente significativo. 
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Figura 13. Análise da viabilidade celular de astrócitos primários após o tratamento com LPS (10 ng/mL), 

TGFβ (1 ng/mL) em combinação com IL-10 (10 ng/mL). A análise de MTT foi realizada nos tempos 

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

expressos como média da absorbância ± desvio padrão e as análises estatísticas foram realizadas através 

de Análise da variância (ANOVA) de uma via seguido do post-hoc de Tukey considerando p <0,05 como 

estatisticamente significativo. 
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Anexo IV: Aprovação do Comitê de Ética em Experimentação Animal da 
Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre 

 

 
  

CEUA –COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE ANIMAIS

PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROJETO DE PESQUISA E ENSINO

1) PROTOCOLO Nº: 261/19 Parecer 653/19

2) DATA DO PARECER: 11 de setembro de 2019

3) TÍTULO DO PROJETO:

Análise da participação da sinalização purinérgica na polarização pró- ou
anti-inflamatória de astrócitos associados ao tumor.

4) PESQUISADOR RESPONSÁVEL:

Elizandra Braganhol

5) RESUMO DO PROJETO:

Busca o melhor entendimento da progressão tumoral do glioblastoma (GBM) para
estabelecer novas frentes de tratamento. O sistema purinérgico é descrito como uma
potencial via envolvida na progressão e malignidade de tumores.
Investigar o papel do sistema purinérgico na polarização de astrócitos na progressão do
GBM. Levando em consideração a influência da relação astroócito-glioma no
microambiente tumoral.

6) OBJETIVOS DO PROJETO:

Avaliar se a interação entre astrócitos reativos do microambiente tumoral,
principalmente os do fenótipo A2, e as células do glioma tem a capacidade de induzir
um processo de progressão tumoral baseado na maior formação de adenosina.

7) FINALIDADE DO PROJETO: Ensino X Pesquisa

8) ITENS METODOLÓGICOS E ÉTICOS DO PROJETO:

Título X Adequado Comentários

Introdução X Adequada Comentários

Objetivos X Adequados Comentários

Relevância e Justificativa x Adequados Comentários

Materiais e Métodos x Adequados Comentários

Cronograma para execução da pesquisa X Adequado Comentários
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Orçamento e fonte financiadora X Adequados Comentários

Referências Bibliográficas X Adequadas Comentários

9) O PROJETO ESTÁ ADEQUADO À LEGISLAÇÃO VIGENTE:
X Sim Não

10) INFORMAÇÕES RELATIVAS AOS ANIMAIS:

Grau de dor/estresse: B C D E
Justifique:

Espécie: Camundongo isogênico C57/BL-6 Número Amostral: 120

Redução Amostral: Sim x Não
Justifique:

Substituição de Metodologia: Sim x Não
Se achar necessário, justifique e sugira uma nova metodologia:

Aprimoramento da Metodologia: Sim x Não
Se achar necessário, justifique e sugira aprimoramentos da metodologia:

Acomodação e manutenção dos animais: x Adequada Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessárias:

Manipulação dos animais: x Adequada Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessárias:

Analgesia dos animais (se aplicável): Adequada Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessárias com analgésico substituto:

Anestesia dos animais (se aplicável): Adequada Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessárias com anestésico substituto:
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Eutanásia dos animais (se aplicável): x Adequada Inadequada
Se achar inadequada cite abaixo as melhorias necessárias com metodologia substituta:

Decaptação

Local de Realização (Biotério/Labotarório):
Biotério da UFCSPA.

Outra instituição. Qual?

11) CRONOGRAMA DE UTILIZAÇÃO DE ANIMAIS
Data Espécie Sexo Quantidade

1 a 3 dias C57/BL-6 Machos 120

12) RECOMENDAÇÃO: As pendências deverão ser respondidas em uma carta,
indicando as páginas do projeto que foram alteradas (nova versão), assinadas
pelo pesquisador responsável.

x Aprovado

Com Pendência

Não aprovado

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

Comentários gerais sobre o projeto:

Formulário:
Corrigir a data de inicio do projeto.

OCEUAsugere o uso de camundongos fêmeas para alcançar o

n da amostramais rapidamente.
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