
progressão e aos meningiomas de maior grau de malignidade. Desta forma, cariótipos 

mais complexos são mais comumente encontrados em meningiomas de Grau II e III 

(Figura 4) (Perry A, et al, 1996; Al-Mefty O, et al, 2004). 

Em relação à deleção do cromossomo 18, o gene Dal-1 (sigla em inglês, 

adenocarcinoma diferencialmente expresso em pulmão), localizado no lócus 18q11.3, foi 

apontado como possível gene supressor (Gutmann DH, et al, 2000).  

A deleção do braço curto do cromossomo 1 (1p) é a segunda alteração 

citogenética mais freqüentes encontrada em meningiomas. Análise de FISH mostrou que 

a monossomia do cromossomo 1p ocorre em 70% de meningiomas atípicos e 100% de 

meningiomas anaplásticos, indicando uma associação entre esta deleção e a progressão de 

meningiomas (Muller P, et al, 1999). Além disto, foi descrita uma relação entre a deleção 

do cromossomo 1p e a ocorrência de recidiva. Em conjunto, estes dados sugerem a 

possibilidade de haver gene(s) supressor(es) nesta região 1p (Ketter R, et al, 2001).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – Análise representativa de bandeamento Giemsa de meningiomas
de cariótipo simples (A) e complexo (B). A – Cariótipo apresenta apenas
monossomia do cromossomo 22. B – Cariótipo complexo apresenta múltiplas
anormalidades cromossômicas, envolvendo os cromossosmos 1, 4, 5, 6, 9, 12
e 20. As setas indicam a trissomia nos cromossomos 5, 9 e 20 (Ragel BT &
Jensen RL, 2005). 
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Aproximadamente dois terços de meningiomas anaplásticos exibem ainda 

deleções no cromossomo 9p. A deleção da região 9p21, que inclui os lócus dos genes 

Cdkn2a (p16INKa e p14ARF) e Cdkn2B (p15INK4b), é particularmente mais comum e está 

associada a taxas de sobrevivências mais curtas (Perry A, et al., 2002). Estes genes 

codificam para inibidores de quinases dependentes de ciclinas, relacionadas à regulação 

da transição G1/S do ciclo celular (Boström J, et al., 2001). 

Em resumo, a deleção do gene Nf2 é o principal mecanismo genético relacionado 

à tumorigênese de meningioma, que quando associada às alterações de outros genes, 

contribui para o desenvolvimento das formas mais agressivas do tumor (Figura 5). Estas 

alterações entretanto, não descrevem o espectro completo da doença e, presumidamente, 

alterações genéticas adicionais necessitam ainda ser descobertas, assim como é bastante 

limitado o conhecimento das vias de sinalização alteradas em meningioma. Portanto, 

estas alterações ainda não descritas deverão ser consideravelmente úteis para o 

entendimento sobre os mecanismos genéticos associados à formação do tumor e o seu 

progresso.  
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Figura 5 – Modelo das alterações genéticas mais comuns associadas ao
desenvolvimento de meningioma, indicando a transformação da célula
aracnóide, e a progressão tumoral em diferentes graus de meningiomas
(modificado de Lamszus K, 2004).  



Caracterização da Via de Sinalização de Notch.  
 

No intuito de identificar alterações moleculares associadas à meningiomas, o 

nosso laboratório comparou o padrão de expressão gênica de meninges (controle normal) 

ao de meningiomas dos três diferentes graus. Usando bibliotecas de SAGE (sigla em 

inglês, análise serial de expressão gênica), PCR quantitativo, westerns e 

imunohistoquímica, observamos que diversos componentes da cascata de sinalização de 

Notch estão alterados em meningiomas benignos, atípicos e malignos (Cuevas IC, et al, 

2005). O fator de transcrição Hes1 (sigla em inglês, hairy/enhancer of split1), da família 

de fatores de transcrição da família bHLH (domínio basic helix-loop-helix), os receptores 

Notch1 e Notch2 e o ligante Jagged1 estão alterados em meningiomas de todos os graus. 

Entretanto, somente em meningiomas de grau maligno (graus II e III) observa-se a 

indução dos co-repressores Tle2 e Tle3 (da família Groucho/transducin-like enhancer of 

split corepressors) (Cuevas IC, et al, 2005). 

Em mamíferos, a família dos receptores de Notch possui quatro membros: 

Notch1, Notch 2, Notch 3 e Notch 4. São receptores heterodímeros transmembranares, 

compostos pelo domínio extracelular, responsável pelo reconhecimento do ligante, um 

domínio transmembranar e o domínio intracelular, envolvido na transdução da 

sinalização (Fiuza UM & Arias AM, 2007). A família de ligantes dos receptores de Notch 

possui cinco membros: Jagged1/2 e Delta1/3/4. De forma similar ao receptor Notch, os 

ligantes são proteínas transmembranares do tipo 1. Na ausência da interação com o 

ligante, os receptores Notch permanecem inativos (Kopan R, 2002). 

A via de sinalização de Notch é complexa e é desencadeada a partir de proteólises 

iniciais dos receptores transmembranares de Notch, resultando na translocação do 
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domínio intracelular do receptor, que atua como fator de transcrição no núcleo. A Figura 

6 detalha mais especificamente os passos da via de sinalização de Notch. 

Os receptores de Notch são inicialmente sintetizados na forma de um polipeptídeo 

imaturo. O seu processamento segue-se na via secretória do complexo de Golgi, onde  

sofre proteólise pela enzima convertase furina (furin-like), no sítio de clivagem 

denominado S1, gerando duas sub-unidades. A  primeira subunidade formada, que 

consiste na maior parte do domínio extracelular e a segunda, formada pela porção 

restante deste domínio e pelos domínios transmembranar e intracelular completos. Estas 

duas últimas subunidades dos receptores, estão ligadas de forma não covalente, 

resultando na formação na superfície celular, da forma madura do receptor 

transmembranar heterodimérico do tipo 1 (Kopan R, 2002; Fiuza UM & Arias AM, 

2007).  

A sinalização é desencadeada quando o ligante da célula adjacente é reconhecido 

e interage com o receptor. Esta interação promove uma alteração conformacional do 

domínio extracelular do receptor, resultando na exposição do sítio de S2 de Notch, à 

clivagem pela metaloprotease TACE (TNF-alpha converting enzyme). Em seguida, 

ocorre uma segunda clivagem proteolítica, no sítio S3, catalisada pela γ-secretase, 

havendo a liberação do domínio intracelular de Notch (NICD, em inglês, Notch 

intracellular domain), que é translocado para o núcleo. No núcleo, NCID liga-se o 

complexo repressor CSL (em inglês, CBF1, em humanos, Su(H), em Drosophila, Lag1, 

em C. elegans) e, em seguida do recruta  proteínas nucleares, como MAML (em inglês, 

mastermind/Lag3) e acetilases de histonas,  resultando em um complexo de transcrição 

ativo (Bray SJ, 2006).   
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Figura 6 – A Via de Sinalização Justácrina de Notch. A) A clivagem de Notch pela
endoprotease furina dá origem à forma funcional dos receptores de Notch, que são
expressos na superfície celular como heterodímeros. B) Quando o receptor se liga ao
ligante da célula adjacente, uma série de clivagens proteolíticas ocorrem (clivagens S2 e
S3), resultando na liberação do domínio intracelular de Notch (NICD) que é translocado
para o núcleo. C) Na ausência da forma ativa intracelular do receptor de Notch, o fator
de transcrição CSL liga-se à sequência 5’-(C/T)GTGGGAA-3’ do promotor de genes
alvos do Notch, reprimindo a transcrição, devido à sua associação com co-repressores.
O complexo repressor consiste de: 1) SMRT (silencing mediator of retinoid anb thyroid
hormone receptor), 2) HDAC (acetiltransferase de histonas/p300) e 3) SKIP (ski-related
protein) e CSL. Ao ligar-se ao complexo repressor, NICD recruta as seguintes proteínas
nucleares: 4) HATs (acetilase de histonas) e 5) MAML (mastermind/Lag3), resultando
na acetilação de histonas e consequente conversão localizada da estrutura da cromatina
para uma forma mais acessível à ativação da transcrição. Os co-repressores são
liberados e o complexo passa então a ter função ativadora de transcrição. A transcrição
de vários genes alvos é ativada, incluindo a dos genes pertencentes à família bHLH,
como Hes. Proteínas desta família têm um domínio C-terminal conservado de WRPW
(Triptofano-Arginina-Prolina-Triptofano), que interage com membros da família de co-
repressores Groucho/TLE e, juntos reprimem a transcrição de genes alvos (Fisher AL, et
al., 1996). Entretanto, as proteínas HES também formam heterodímeros com ativadores
(*), regulando a expressão de um segundo grupo de genes alvos (Yan B, et al., 2002).  
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A sinalização de Notch tem papel essencial na diferenciação, proliferação e 

apoptose durante o desenvolvimento normal de diferentes tecidos (Bray SJ, 2006). O 

efeito da sinalização de Notch é tecido especifico e pode tanto bloquear como promover a 

diferenciação celular, dependendo do contexto celular (Kopan R, 2002). 

Assim, foi mostrado que Notch inibe o desenvolvimento de linfócitos ou células 

T, a neurogênese e a miogênese (Henrique D, et al., 1997; Luo D, et al., 2005). Por outro 

lado, a sinalização de Notch promove a diferenciação de astrócitos e de células gliais 

(Lundkvist J & Lendahl U, 2001).   

Alterações comprometendo a via de sinalização de Notch foi relatada em diversos 

tipos de cânceres, como: em leucemia mielóide, câncer de mama, de cólon, pâncreas e 

cérebro (Leong HG & Karsan A, 2006; Miele L, 2006;  Roy M, et al., 2007). 

Inicialmente uma translocação cromossômica rara t(7;9)(q34;34.3) foi identificada em 

casos de linfoma e leucemia aguda de células T (L/LAT) (Weng AP, et al., 2004). Esta 

forma truncada é caracterizada pela justaposição do domínio intracelular de Notch1 ao 

βlocus do receptor de células T, que expressa uma forma constitutivamente ativada do 

receptor, que neste caso atua como oncogene.  

Notch também pode atuar como supressor tumoral. A super-expressão da forma 

ativa de Notch1 em carcinoma de próstata, inibe a proliferação das células tumorais 

(Shou J, et al., 2001). Da mesma maneira, em células de hepatocarcinoma e 

adenocarcinoma pulmonar, a forma constitutiva de Notch1 inibe a proliferação através da 

indução da inibição  do ciclo celular e apoptose (Qi R, et al., 2003).   

Dada a versatilidade e complexidade da sinalização de Notch, diversos são os 

fatores que podem determinar se Notch atua como supressor ou oncogene em câncer. 
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Entre eles pode-se citar: o tipo celular, o parálogo de Notch que é expresso, como 

também a dosagem da expressão do receptor Notch (Leong HG & Karsan A, 2006).  

 O papel da sinalização de Notch no desenvolvimento normal e diferenciação 

celular das células aracnóides, que dão origem às meninges, ainda é desconhecido, sendo 

portanto difícil prever a participação desta sinalização na tumorigênese de meningiomas. 

Para compreender as conseqüências funcionais da ativação da via de sinalização 

de Notch em meningiomas, estabelecemos linhagens celulares de meningiomas humanos, 

por meio de cultura primária de células. Estas linhagens celulares de meningioma foram 

geradas pela introdução de telomerase (hTert) e/ou dos oncogenes E6/E7 do papilovírus 

humano (HPV) (Baia GS, et al., 2005), e conservam marcadores característicos de 

meningiomas, como a expressão de vimentina e desmoplaquina e, apresentam ainda 

inalterada a sinalização de Notch (Baia GS, et al., 2005). Portanto, as linhagens celulares 

de meningiomas mostraram-se adequadas para o estudo funcional da ativação da 

sinalização de Notch. 

Desta forma, utilizando estas linhagens celulares, identificamos que a expressão 

exógena de Hes1 e das formas ativas dos receptores Notch 1 e 2 induz à tetraploidia 

associada às características de instabilidade cromossômica. Esta instabilidade foi 

caracterizada pelo aumento da freqüência de núcleos com morfologia anormal, 

surgimento de mitoses com fusos multipolares e acumulação de células com núcleos de 

tamanho anormal e pela formação de micronúcleos (Baia GS, et al., 2008). 

Subsequentemente, células diplóides e tetraplóides foram isoladas por citometria de 

fluxo. As células tetraplóides apresentaram maior índice de apoptose e desenvolveram 

maior taxa de anormalidades cromossômicas estruturais e numéricas, quando comparadas 
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às células diplóides normais (Baia GS, et al.,2008). Evidenciamos desta forma, que a 

sinalização anormal de Notch em meningiomas é o mecanismo responsável pela geração 

de células tetraplóides, e potencialmente pode contribuir para a tumorigênese em 

meningioma. 

Dados da literatura indicam a participação da sinalização de Notch no controle da 

ploidia nuclear. Por exemplo, em Drosophila, componentes da sinalização de Notch 

foram descritos como sendo os responsáveis pelo controle do ciclo endocítico, resultando 

em células com número alterado de cromossomos (Shcherbata HR, et al., 2004). Em 

Caenorhabditis elegans o gene mutado Glp1, ortólogo de Notch, promove o aumento de 

ploidia em células germinativas (Berry LW, et al., 1997). Em humanos, a sinalização de 

Notch contribui, por um mecanismo ainda não identificado, para a formação dos 

megacariócitos poliplóides, precursores das plaquetas (Singh N, et al., 2000; Sun L, et 

al., 2004). Em cânceres germinais, seminomas e carcinomas embrionários, a expressão de 

Notch2 e Notch4 é indicada como promotora da disfunção do controle da mitose e 

meiose, durante a formação de gametas, promovendo instabilidade genética que 

potencialmente propicia o início do desenvolvimento do câncer. (Adamah DJ, et al., 

2006). 

A alteração da ploidia celular é um fenômeno bastante estudado em neoplasias 

humanas, e é frequentemente uma das características mais distintas entre as células 

normais e as cancerígenas. Entretanto, o mecanismo através do qual as células 

aneuplóides são formadas e, se estas seriam a causa ou conseqüência da tumorigênese, 

são temas controversos (Geigl JB, et al., 2008).  
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A aneuploidia é o resultado de perdas e ganhos de cromossomos ou partes de 

cromossomos do cariótipo, contribuindo para a geração de instabilidade cromossômica. E 

a tetraploidia é comumente apontada como o passo que antecede a aneuploidia, e pode 

ser conseqüente da falha da citocinese, da fusão induzida de células por vírus ou por 

falhas no processo de mitose (mitotic slippage) (Storchova Z & Pellman D, 2004).  

Recentemente, outros autores descreveram em meningiomas primários a 

ocorrência da alteração da ploidia celular e de sinais de instabilidade cromossômica, 

caracterizados por morfologia nuclear aberrante, figuras múltiplas de mitoses e células 

multinucleadas (Sayagues JM, et al., 2002; VanTiborg AG, et al., 2005).  

A indução de tetraploidia em meningiomas através da ativação sinalização de 

Notch é a primeira evidência de que, potencialmente, esta via de sinalização contribui 

para a tumorigênese gerando instabilidade cromossômica. A investigação destes 

mecanismos moleculares e de suas conseqüências deverão ser importantes para o melhor 

entendimento da biologia de meningiomas. 
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Importância de modelos experimentais. 
 
 

Apesar de sua característica “benigna”, meningioma continua sendo um grande 

desafio para a neurocirurgia. Ainda que, em muitos casos, os tumores sejam ressectáveis 

cirurgicamente, o paciente pode apresentar sérias seqüelas neurológicas pós-operatórias, 

comprometendo sua qualidade de vida. E ainda, recidivas da doença e tumores residuais 

requerem tratamentos subseqüentes, incluindo novas cirurgias e radioterapia. Em 

consideração a estes desafios, a caracterização do processo neoplásico do meningioma é 

fundamental para o desenvolvimento e refinamento de novas opções terapêuticas.   

Historicamente, o entendimento da biologia de cânceres de cérebro progrediu em 

grande parte, devido ao uso de modelos experimentais in vitro e in vivo. Além disto, 

modelos animais, que recapitulem com fidelidade a doença humana, são essenciais no 

desenvolvimento e avaliação de terapias mais eficazes para o câncer  (Peterson SL, et al., 

1994; Gutmann, DH, et al., 2003). 

A ausência de um modelo experimental apropriado e reprodutível para 

meningioma, e que recapitule a neoplasia humana, tem sido um obstáculo para a sua 

investigação científica e para a avaliação de novos tratamentos. 

Os modelos genéticos descritos para meningioma, baseados no knock-out 

condicional dos genes neurofibromatose-2 (Nf2) e p16INK4a ou somente do gene Nf2, em 

células da meninge de camundongo, são modelos de utilidade restrita, pois apenas 38% e 

25% dos animais desenvolvem meningioma após um período de 11-14 meses, 

respectivamente (Kalamarides MK, et al., 2002; Kalamarides MK, et al., 2008).  
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A deleção do lócus p16INK4a/p14ARF é encontrada na maioria de meningiomas de 

grau maligno e em menor proporção, em meningiomas de grau benigno (Simon T, et al., 

2001; Gutmann DH & Giovannini M, 2002). A inativação deste lócus neste modelo 

genético, certamente apresenta um refinamento interessante em relação ao modelo 

original, principalmente por ser um modelo de knock-out condicional e tecido-específico, 

podendo ser uma ferramenta potencial para investigação da progressão de meningioma e 

para avaliação terapêutica pré-clinica (Ragel BT, et al., 2008).  

Modelos experimentais de meningioma foram também estabelecidos pelo 

implante de forma heterotópica de linhagens celulares ou de implantes de fragmentos de 

tecidos de tumores humanos. Os tumores crescidos nestas condições, nem sempre 

mimetizam as características biológicas e da patologia histológica, consistentes a 

espécime original (Peterson SL, et al., 1994).      

Em 1945, células tumorais de meningiomas humanos foram implantadas pela 

primeira vez em olhos de porquinho da Índia (Greene HS & Arnold, H, 1945). Desde 

então, diversos modelos heterotópicos foram descritos, incluindo xenoimplantes de 

meningiomas em membrana corioalantóica (CAM) de aves (Vogel HB & Berry RG, 

1975), bem como xenoimplantes em cápsula sub-renal (Medhkour A, et al., 1989) e 

xenoimplantes subcutâneos em flanco de camundongo atímico (Olson JJ, et al., 1987; 

Rana MW, et al., 1977).  

Tradicionalmente, o método mais empregado foi o xenoimplante em flanco de 

camundongo atímico, por ser tecnicamente mais simples e pela possibilidade de medição 

direta do crescimento do tumor. No entanto, este modelo apresenta baixa taxa de indução 
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do crescimento do tumor, mesmo com o uso do adjuvante matrigel, como veículo de 

implante das células (Jensen RL, et al., 1998).   

Evidentemente, um modelo experimental ortotópico é biologicamente mais 

vantajoso, pois possibilita o estudo do tumor em seu micro-ambiente natural, o espaço 

sub-aracnóide, que contém o fluído cérebro espinhal. 

Os primeiros modelos ortotópicos intracraniais de meningioma em camundongo 

atímico foram descritos recentemente por McCutcheon MD, et al., (2000) e  VanFurth 

WR, et al., (2003). Nestes modelos animais, utilizaram-se linhagens celulares primárias, 

que senescem após poucas passagens em cultura, o que não permite uma boa 

reprodutibilidade. Outra desvantagem destes modelos é que os xenoimplantes resultaram 

em ampla disseminação nas leptomeninges, o que é atípico de meningioma humano, e 

ainda limita a possibilidade de se quantificar a extensão do crescimento do tumor 

(McCutcheon MD, et al., 2000;  VanFurth WR, et al., 2003). 

Em função da localização particular do tumor, modelos ortotópicos de 

meningioma estavam, até recentemente, limitados pela inviabilidade de mensuração 

serial direta do crescimento do tumor de forma prática e econômica. A habilidade de se 

obter imagens precisas que se correlacionem diretamente ao volume e à localização do 

tumor de forma econômica e não-invasiva, tem o potencial de facilitar os estudos de 

novas estratégias terapêuticas (Dinca EB, et al., 2007). 

Recentemente, foi descrita a transfecção de linhagens celulares de glioblastoma 

com o gene repórter da luciferase, para a obtenção de células que expressam 

constitutivamente a enzima luciferase (Szentirmani O, et al., 2006; Dinca EB, et al., 

2007). Esta enzima oxida o substrato luciferina, numa reação que libera energia 
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luminosa. Os fótons emitidos desta reação são captados num sistema de imagem 

bioluminescente, acoplado a uma câmera CCD (charge-coupled device) (Weissleder R & 

Ntziachristos V, 2003).  

Os valores medidos de bioluminescência correlacionam-se ao volume do tumor, 

indicando ser este um método atrativo para o estudo de modelos animais (Sato A, et al., 

2004; Dinca EB, et al, 2007). As vantagens adicionais deste sistema incluem seu baixo 

custo e a inexistência de background de bioluminescência.  Como desvantagem, o 

sistema exige a transfecção estável do gene luciferase nas células estudadas. Desde que 

algumas linhagens celulares primárias de meningiomas resultantes de espécimes 

cirúrgicas, entram rapidamente em senescência, o passo da transfecção da luciferase pode 

ser uma etapa crítica. Entretanto, recentemente, um progresso considerável foi obtido 

pela obtenção de linhagens celulares de meningioma estáveis (Puttmann S, et al, 2005; 

Baia GS, et al, 2006) , que, aliada à técnica não-invasiva de bioluminescência, permitiu o 

desenvolvimento de um modelo ortotópico de meningioma em camundongo atímico 

(Baia GS, et al., 2008). 

Ao mesmo tempo, Ragel e colaboradores (2008) desenvolveram um modelo 

ortotópico de meningioma usando as linhagens celulares imortalizadas IOMM-Lee e CH-

157-MN, implantadas na região da base do crânio. Os xenoimplantes apresentam 

características histopatológicas similares às descritas em meningioma maligno humano. 

Neste modelo, os animais apresentaram os primeiros sintomas neurológicos e foram 

sacrificados em um tempo relativamente curto de 14 dias, após o implante de células. 

Convencionalmente adota-se como ideal, um período mínimo de três semanas de 

sobrevivência dos animais, após a indução do tumor, para que seja possível aplicar e 
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avaliar o tratamento desejado em um modelo pré-clínico. O relato descreve ainda uma 

boa correlação entre as imagens de bioluminescência e o volume do tumor (Ragel BT, et 

al., 2008). 

 O modelo ortotópico desenvolvido em nosso laboratório, usa a linhagem celular 

IOMM-Lee em implantes na base do crânio, com densidade de células otimizada para o 

alcance de um período de sobrevivência mínimo. Os xenoimplantes formados por esta 

estratégia recapitulam um tumor maligno de meningioma, com características 

histopatológicas similares às do tumor humano. As células de IOMM-Lee foram ainda 

transfectadas com o gene da luciferase. Isto permitiu o uso de um número reduzido de 

animais em cada experimento e também possibilitou o monitoramento do crescimento de 

tumores in vivo. Finalmente, o tratamento dos animais com temozolamida demonstra a 

versatilidade da técnica para determinação do benefício de sobrevivência de tratamentos 

terapêuticos (Baia GS, et al., 2008). 

Em resumo, estabelecemos um modelo animal que permitirá expandirmos o 

entendimento da biologia tumoral, avaliar a contribuição funcional de alterações 

genéticas específicas, como por exemplo, as alterações da via de sinalização de Notch. O 

modelo poderá ser ainda uma ferramenta útil em estudos pré-clínicos para investigação 

da eficácia de novas drogas e de alternativas terapêuticas do meningioma. 
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II- OBJETIVOS 

 

 

- Estudar as conseqüências funcionais da ativação da sinalização de Notch 

em linhagens celulares de meningiomas. 

- Caracterizar a instabilidade genética gerada pela ativação da expressão de 

Notch em linhagens celulares de meningiomas. 

- Desenvolver e caracterizar um modelo ortotópico de meningioma maligno 

em camundongo atímico.  

- Testar a aplicabilidade do sistema de bioluminescência como técnica de 

medição serial não invasiva do crescimento do tumor. 

- Testar a viabilidade deste modelo para uso pré-clínico, pelo uso de 

temozolamida para o tratamento dos animais. 
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III- RESUMOS 
 

1- A Ativação da Via de Sinalização de Notch é Associada com Tetraploidia e 
Aumento de Instabilidade Cromossômica em Meningiomas. 

 
Gilson S. Baia, Stefano Stifani, Edna T. Kimura, Michael W. McDermortt, Russell O. 
Pieper, Anita Lal. Neoplasia, 10(6):604-612, 2008. 

 
 
É observado que a cascata de sinalização de Notch tem ativação desregulada em 

diversos tipos de cânceres. Em câncer, é descrito que a função específica da via de 

sinalização de Notch é dependente do contexto celular, dos tipos específicos expressos de 

receptores homólogos e do cruzamento de informação (crosstalk) entre as diferentes vias 

de sinalização. Nosso laboratório descreveu previamente, que a via de sinalização de 

Notch apresenta-se desregulada em meningiomas de todos os graus. Entretanto, a 

conseqüência funcional desta sinalização anormal de Notch é desconhecida. Neste 

trabalho, descrevemos que, em linhagens celulares de meningiomas, a expressão exógena 

do gene Hes-1, o componente efetor da via de Notch, está associada à formação de 

células tetraplóides. De forma similar, a expressão exógena das formas ativas dos 

receptores Notch1 e Notch2, induz ao aumento da expressão de Hes-1, que contribui para 

a formação de células tetraplóides. Células tetraplóides de meningioma exibem indícios 

de instabilidade genética, caracterizados pelo aumento da freqüência de figuras atípicas 

nucleares, como a presença de mitoses com fusos multipolares e de células com núcleos 

de tamanho aumentado. As células tetraplóides isoladas por citometria de fluxo 

demonstram ser viáveis em cultura, embora apresentem uma maior taxa de apoptose 

espontânea, quando comparadas às células diplóides. A técnica de cariotipagem espectral 

foi usada para demonstrar que, em comparação às células diplóides, as células 

tetraplóides desenvolvem uma taxa mais elevada de aberrações cromossômicas 
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estruturais e numéricas. Nossos resultados identificam uma nova função para a via de 

sinalização de Notch na geração de tetraploidia e conseqüentemente de instabilidade 

cromossômica. Portanto, a via desregulada da sinalização de Notch pode ser um 

mecanismo genético inicial em meningiomas, contribuindo potencialmente para a 

tumorigênese. 
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III- RESUMOS 
 
2- Um Modelo Ortotópico de Meningioma Maligno da Base do Crânio. 

 
Gilson S. Baia, Eduardo B. Dinca, Tomoko Ozawa, Edna T. Kimura, Michael W. 
McDermott, C. David James, Scott R. VandenBerg, Anita Lal. Brain Pathology, 18(2): 
172–179, 2008 

 
O desenvolvimento do tumor de meningioma ocorre no espaço sub-aracnóide que 

contém o fluído cefalorraquidiano.  Relatos anteriores da recapitulação do crescimento do 

tumor neste micro-ambiente são associados com ampla disseminação nas leptomeninges, 

que não é típico de meningiomas humanos. Consequentemente, o tempo de sobrevivência  

e as propriedades do tumor são variadas, limitando a sua utilidade para fins de testes 

clínicos. Neste trabalho, relatamos o desenvolvimento e caracterização de um modelo 

ortotópico reprodutível de meningioma localizado na base do crânio, em camundongos 

atímicos, utilizando-se a linhagem celular IOMM-Lee. O uso de matrigel como veículo 

para implantação das células e a otimização da densidade de células injetadas permitiram 

a obtenção do crescimento do tumor localizado. O tempo de sobrevivência limitou-se 

entre 17 a 21 dias após implantação das células. Os xenoimplantes cresceram 

comprimindo localmente o tecido cerebral adjacente. Estes tumores apresentaram 

características histológicas de meningioma anaplásico, incluindo hipercelularidade, 

necrose focal, relação aumentada de núcleo-citoplasma, nucléolos proeminentes e 

evidência de múltiplas figuras de mitoses. De forma similar ao observado em 

meningiomas malignos humanos, observou-se considerável invasão da dura-máter, do 

crânio e em menor grau, invasão do tecido cerebral adjacente, ao longo dos espaços 

perivasculares.  O padrão de hipóxia observado também foi similar ao apresentado pelo 

tumor de grau maligno de meningioma. O método não invasivo de captura de imagem de 
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bioluminescência foi utilizado para monitorar o crescimento dos xenoimplantes e o 

tratamento com temozolomida proporcionou um benefício de sobrevivência. Portanto, 

descrevemos aqui o desenvolvimento de um modelo in vivo de meningioma maligno que 

deverá ser útil para futuras investigações da biologia da doença, bem como para testes 

clínicos de agentes terapêuticos. 
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Notch Activation Is Associated
with Tetraploidy and Enhanced
Chromosomal Instability
in Meningiomas1

Gilson S. Baia*, Stefano Stifani†, Edna T. Kimura‡,
Michael W. McDermott*, Russell O. Pieper*
and Anita Lal*

*Brain Tumor Research Center, Department of Neurological
Surgery, University of California, San Francisco, CA 94143,
USA; †Center for Neuronal Survival, Montreal Neurological
Institute, McGill University, Montreal, Quebec, Canada
H3A 2B4; ‡Department of Cell and Developmental Biology,
Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo,
Av Prof Lineu Prestes 1524, 05508-000 Sao Paulo, SP, Brazil

Abstract
The Notch signaling cascade is deregulated in diverse cancer types. Specific Notch function in cancer is depen-
dent on the cellular context, the particular homologs expressed, and cross-talk with other signaling pathways. We
have previously shown that components of the Notch signaling pathway are deregulated in meningiomas. How-
ever, the functional consequence of abnormal Notch signaling to meningiomas is unknown. Here, we report that
exogenous expression of the Notch pathway effector, HES1, is associated with tetraploid cells in meningioma cell
lines. Activated Notch1 and Notch2 receptors induced endogenous HES1 expression and were associated with
tetraploidy in meningiomas. Tetraploid meningioma cells exhibited nuclear features of chromosomal instability and
increased frequency of nuclear atypia, such as multipolar mitotic spindles and accumulation of cells with large
nuclei. FACS-sorted tetraploid cells are viable but have higher rates of spontaneous apoptosis when compared
with diploid cells. We have used spectral karyotyping to show that, in contrast to diploid cells, tetraploid cells
develop a higher number of both numerical and structural chromosomal abnormalities. Our findings identify a
novel function for the Notch signaling pathway in generating tetraploidy and contributing to chromosomal insta-
bility. We speculate that abnormal Notch signaling pathway is an initiating genetic mechanism for meningioma and
potentially promotes tumor development.

Neoplasia (2008) 10, 604–612

Introduction
The Notch signaling pathway consists of Notch (Notch1–4 in mam-
mals), a family of transmembrane receptors, that undergo proteolytic
activation in response to ligand (Delta-like1,3,4 and Jagged1–2 in
mammals) binding to release the intracellular domain of Notch
[1]. The intracellular domain of Notch translocates to the nucleus
and acts as a transcriptional activator inducing the expression of
members of the HES (Hairy/Enhancer of Split) family of basic
helix–loop–helix transcriptional regulators [2]. HES proteins in turn
regulate the expression of downstream target genes [2].

Aberrant Notch signaling contributes to the genesis of diverse can-
cers. As the normal effect of Notch signaling during development dif-
fers from cell type to cell type, the tumorigenic effect of Notch is
varied and depends on the tissue in which the tumor develops [3].
Notch functions as an oncogene promoting tumorigenesis in tissues

where it normally functions to maintain stem cells or regulate pre-
cursor cell fates [4]. In T-cell leukemias, constitutively active Notch1
transforms cells in vitro [5] and cause mice to develop leukemia [6].
In contrast, Notch is a tumor suppressor in certain epithelial can-
cers where its normal function is to promote terminal differentiation
[4]. Mice with Notch1-deficient epithelia develop spontaneous basal
cell carcinoma–like tumors [7]. In yet other cancers, such as cervical
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cancers, the role of Notch is more complex. Notch signaling seems to
provide a permissive environment for the development of early lesions,
whereas progression to late-stage cervical lesions requires limiting
Notch signaling [8,9]. More recently, Notch has been shown to func-
tion as a regulator of pathologic angiogenesis in cancer. In head and
neck squamous cell carcinomas, activated Notch signaling in endo-
thelial cells promote neovascularization [10].
We have previously shown that the Notch signaling pathway is

deregulated in human meningioma tumors [11]. Over-expression
of Notch pathway components occurs with equal frequency in be-
nign and malignant meningiomas, suggesting that activation of this
pathway may be important for tumor initiation [11]. Meningiomas
are the most common primary brain tumor [12] and also develop in
half of all patients who suffer from neurofibromatosis 2 [13]. These
tumors are a considerable cause of morbidity and mortality because
of their location in the central nervous system. Meningiomas often
occur in difficult-to-access locations, and their continued growth im-
pacts surrounding brain tissue, causing serious neurologic deficits
[14,15]. In addition, 15% of meningiomas have malignant character-
istics, and these aggressive tumors are frequently fatal [16]. Menin-
giomas arise in the arachnoid layer of the meninges [17,18], and the
function of Notch signaling in the normal development of the
meninges is unknown. It is therefore difficult to predict the nature
of Notch function in meningioma tumor development.
The purpose of this study was to evaluate the functional conse-

quences of Notch signaling to meningioma tumor growth. We show
that exogenous expression of HES1 induces the formation of tetra-
ploid cells associated with features of chromosomal instability in
meningioma cells. Tetraploid meningioma cells have higher rates of
spontaneous apoptosis and an increased frequency of generation of
structural and numerical chromosomal abnormalities. Thus, aberrant
Notch signaling functions in regulating ploidy and enhancing chro-
mosomal instability in meningiomas.

Materials and Methods

Cell Lines
All human tissues were collected by the Neurological Surgery

Tissue Bank at the University of California, San Francisco (UCSF)
using protocols approved by the UCSF Committee on Human Re-
search. Human meningioma cell lines used were SF3061, SF4068,
and SF4433. The immortalization and characteristics of these cells
have been described earlier [19]. Briefly, SF3061, derived from a
malignant meningioma, has been immortalized by expression of
telomerase, whereas SF4068 and SF4433, derived from benign
meningiomas, have been immortalized by the expression of telome-
rase and the human papillomavirus E6/E7 genes. All three cell lines
were positive for vimentin and desmoplakin, characteristic markers
of meningiomas. These cell lines do not have increased Notch signal-
ing compared to normal arachnoidal cells and were therefore cho-
sen to exogenously express HES1. All cell lines were maintained in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with 10% fetal
bovine serum and appropriate antibiotic selection markers.

Expression Constructs
HES1 expression construct in pReceiver was obtained from

GeneCopoeia (Germantown, MD) and was transferred to the pLNCX2
retroviral vector using standard molecular biology techniques. Con-

structs of the activated intracellular domains of Notch1 (N1ICD)
and Notch2 (N2ICD) were kind gifts from Dr. Lucio Miele (Loyola
University, Chicago, IL) and Dr. Spyros Artavanis-Tsakonas (Harvard
Medical School, Boston, MA), respectively. These expression con-
structs were transferred to the pBABE-Neo retroviral vector using
standard molecular biology techniques. The HES1-promoter firefly
luciferase construct was a kind gift from Dr. Lucio Miele.

Retroviral Infection and Selection of Stable Cell Populations
Retroviral supernatants were produced by transfection of the Phoe-

nix A packaging cell line with retroviral plasmids using Lipofectamine
Plus Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA). The 48-hour posttransfection
supernatant was harvested and filtered, and polybrene (4 μg/ml) was
added and used to infect meningioma cell lines. Stable cell populations
were selected using 500 μg/ml of G418. In parallel, empty plasmids
were used to generate vector control stable cell lines.

Western Blot Analysis
The Notch1 (bTAN20) and Notch2 (C651.6DbHN) antibodies

developed by Spyros Artavanis-Tsakonas were obtained from the
Developmental Studies Hybridoma Bank (Iowa City, IA). The
HES1 antibody was a kind gift from Dr. Tetsuo Sudo (Toray Scien-
tific, Japan). The α-tubulin antibody was from Molecular Probes
(Eugene, OR). Cell lysates were prepared and Western blots were
performed as described earlier [11]. The molecular weights were de-
termined with the use of prestained protein ladders.

Immunofluorescence
Indirect immunofluorescence for HES1 and α-tubulin was per-

formed as described earlier [19]. Briefly, cells were fixed, permeabilized,
blocked, and sequentially incubated with primary and secondary
(4 μg/ml; Alexa 488 goat antirabbit IgG) antibodies. Cells were
mounted in DAPI mounting media, examined, and photographed with
a microscope (Zeiss, Thornwood, NY).

Flow Cytometry
Cells (70–80% confluent) were incubated with 1 mM bromo-

deoxyuridine (BrdU) for 1 hour at 37°C and processed using the
fluorescein isothiocyanate (FITC) BrdU Flow Kit (BD Biosciences,
San Diego, CA) following the manufacturer’s instructions. Briefly,
1 × 106 trypsinized cells were fixed, permeabilized, and digested with
DNAse. Cells were then stained with FITC-conjugated anti-BrdU
and 7-amino-actinomycin (7-AAD). Flow cytometry was performed
on a Becton Dickinson FACSCalibur machine. For each experiment,
10,000 events were counted. Data acquisition was performed with
the CellQuest software (BD Biosciences), and the percentages of
G1, S, and G2 phases of the diploid and tetraploid populations were
calculated with the MODFIT-LT software program (Verity Software
House, Topsham, ME). For the isolation of viable diploid and tetra-
ploid cells, cells (60–70% confluency) were incubated with 5 μg/ml of
Hoechst 33342 (Calbiochem, San Diego, CA) for 2 hours at 37°C, tryp-
sinized, and sorted using a Becton Dickinson FACS Vantage machine.
For evaluating the percentage of total cells that were apoptotic, the sub-
G0 population (apoptotic population) was calculated using CellQuest.

Promoter Assays
Cells grown in 24-well plates were transfected in triplicate with

1 μg of various plasmid constructs using Lipofectamine (Invitrogen).
The cells were cotransfected with 250 ng of pRL-CMV as a control
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for transfection efficiency. Forty-eight hours after transfection, the
firefly and Renilla luciferase activities were measured using the
Dual-Luciferase Reporter Assay System (Promega, Madison, WI) as
recommended by the manufacturer and a Sirius Luminometer
(Berthold Detection Systems, Oak Ridge, TN). Firefly luciferase activ-
ity was normalized to 5 × 106 Renilla luciferase activity units.

Spectral Karyotyping
SF3061-Vector and isolated SF3061-HES1 diploid and tetraploid

cells were analyzed at passages 8 and 19 after transfection with
HES1. Immortalized arachnoidal cells at similar passage numbers
were used as normal controls. Cells were incubated with 10 μg/ml
of colcemid for 2.5 hours, and metaphase chromosome spreads were
prepared as described earlier [20]. Human spectral karyotyping
(SKY) paint probes and the SKY kit were obtained from Applied
Spectral Imaging (Carlsbad, CA). In situ hybridization of the SKY
probes on the metaphase chromosome preparations were performed
following manufacturer’s instructions and as described previously
[20]. Briefly, the metaphase spreads were serially digested with pepsin,
denatured in formamide and hybridized to SKY probes. Chromosome-
specific fluorescence spectra were developed with combinations of the
rhodamine, Texas red, Cy5, Cy5.5, and FITC fluorochromes. Spectral
images were captured using a SD200 SpectraCube interferometer–
based spectral imaging system (Applied Spectral Imaging). Karyotypes
were analyzed using the SKYView software (version 1.62). Fifteen

metaphases were analyzed at each passage number for SF3061-Vector
and isolated SF3061-HES1 tetraploid cells, whereas eight metaphases
were analyzed for isolated SF3061-HES1 diploid cells.

Results

Exogenous Expression of HES1 Induces Tetraploidy
in Meningioma Cell Lines

Because HES1 is a primary downstream effector of Notch signal-
ing and is over-expressed in human meningioma tumors, we rea-
soned that HES1 was a good candidate to evaluate the functional
consequences of Notch signaling in meningiomas. Therefore, we
exogenously expressed HES1 in meningioma cell lines using retro-
viral mediated gene transfer. Expression and subcellular localization
of HES1 in stable cell populations was verified using Western blot
analysis (Figure 1A) and immunofluorescence (Figure 1B). Whereas
SF4068-Vector cells were negative for HES1, SF4068-HES1 cells
had strong nuclear staining in approximately 60% of the cells (Fig-
ure 1B). We evaluated the cell cycle position of individual SF4068-
Vector and SF4068-HES1 cells at passage 2 (post–G418 selection)
using immunofluorescence staining of incorporated BrdU and co-
staining for total DNA content with 7-AAD, followed by two-color
flow cytometric analysis. Expression of HES1 caused 68 to 75% of
the cells to double their total DNA content, i.e., they were tetraploid
(Figure 1C ). The relative percentage of cells in Diploid G0/1 and

Figure 1. Exogenous expression of HES1 is associated with tetraploidy in meningioma cell lines. HES1 was expressed in menin-
gioma cell lines using retroviral-mediated gene transfer. (A) Western blot analysis using a polyclonal antibody against HES1 in control
(lanes 1–3) and stable (lanes 4–6) cell populations. Lane 1, SF4068-Vector; lane 2, SF4433-Vector; lane 3, SF3061-Vector; lane 4, SF4068-
HES1; lane 5, SF4433-HES1; lane 6, SF3061-HES1. α-Tubulin was included as a loading control. (B) Immunofluorescence using the
HES1 polyclonal antibody (left panel) was used to show nuclear localization of HES1 in SF4068-HES1 stable cell populations. Nuclei
were counterstained with DAPI (right panel). Arrow indicates HES1-positive nucleus; arrowhead, HES1-negative nucleus. (C) Immuno-
fluorescent staining for incorporated BrdU and total DNA content by 7-AAD, followed by biparametric BrdU/7-AAD flow cytometric anal-
ysis was performed in Vector and HES1 stable cell populations. The BrdU fluorescence (y-axis) for SF4068-Vector and SF4068-HES1
cells is plotted against total DNA content (x-axis). (D) The number of individual cells (y-axis) for the indicated Vector or HES1 stable cell
populations is plotted against total DNA content (x-axis). The 2n, 4n, and 8n peaks are indicated above the plots.
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