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RESUMO

Glioblastomas s&o a forma mais comum de tumores cerebrais primarios e, apesar do
tratamento, 0s pacientes com estes tumores tém um prognostico muito ruim. Os
nucleotideos da adenina (ATP, ADP e AMP) e também a adenosina possuem muitas
funcdes importantes em condi¢des fisiologicas e patologicas em varios organismos. O ATP
é uma importante molécula sinalizadora no SNC, e os nucleotideos e nucleosideos podem
induzir a proliferacdo de linhagens celulares de gliomas. Na invasdo dos gliomas dois
mecanismos podem liberar ATP: a morte excitotdxica do tecido adjacente e a lesdo causada
pela resseccdo do tumor, que é o tratamento de primeira linha nestes casos.

Neste estudo foram observados os efeitos do ATP extracelular na citotoxicidade em
linhagens celulares de glioma humano U138 e na linhagem C6 de ratos, comparado com
culturas organoticias de hipocampo. A citotoxicidade do ATP (0.1mM, 0.5mM, 5mM) foi
medida usando os ensaios de incorporacdo de iodeto de propideo e ensaio da lactato
desidrogenase. O ensaio de caspases foi realizado para identificar & morte apoptotica. Os
resultados mostraram que as células de gliomas apresentam resisténcia a morte induzida
pelo ATP quando comparados com o tecido normal. Altas concentracbes de ATP (5mM)
induziram a morte celular ap6s 24 h de tratamento em culturas organotipicas, mas nao nas
linhagens de gliomas estudados.

Os nucleotideos sdo hidrolisados muito lentamente pelas linhagens de gliomas, o
que foi confirmado pela baixa expressdo das enzimas NTPDases quando comparado com
astrocitos. Portanto, para testar o papel do ATP extracelular no mecanismo de implante e
crescimento dos gliomas, um milhdo destas células de gliomas foram injetadas em 3ul de
DMEM no estriado direito de ratos Wistar, e foi testada a co-inje¢do da enzima apirase no
tratamento dos gliomas implantados. Apos 20 dias, os ratos foram mortos e o cérebro foi
seccionado e corado com hematoxilina e eosina. N0ssos resultados mostraram que 0s ratos
que sofreram co-injecdo de apirase tiveram uma reducéo significativa no tamanho do tumor
e menor indice mitotico (p<0,05), bem como menor imunodeteccdo para Ki67, VEGF e
CD31 quando comparado com 0s grupos controle e controle apirase.

A medida da hidrolise enzimatica dos nucleotideos no soro pode contribuir no
diagnostico de lesdo celular em muitas condicOes patologicas. Com o objetivo de avaliar a
atividade enzimética da ATPase, ADPase e AMPase in vivo, amostras de soro foram
coletadas vinte dias ap6s o implante dos gliomas em ratos. Os ratos com inducdo de
gliomas mostraram um aumento significativo na hidrélise de ATP, ADP e AMP quando
comparado com 0s respectivos controles. O tratamento com o farmaco temozolomida e
com 10% dimetil sulfoxida diminuiu a hidrolise dos nucleotideos. Nenhum dos animais
incluidos neste trabalho apresentaram alteracdes significativas na atividade das enzimas
alanina aminotransferase, aspartato aminotransferase e fosfatase alcalina.

Nossos dados indicam que o ATP pode ter uma funcdo importante no crescimento
do glioma, pois quando liberado pode induzir a morte celular do tecido normal ao redor do
tumor, abrindo espago para o0 rapido crescimento e invasdo do tumor. As avaliacbes da
hidrolise dos nucleotideos da adenina no soro podem ajudar no acompanhamento da
progressao dos tumores cerebrais.
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ABSTRACT

Glioblastomas are the most common form of primary tumors of the brain and
despite treatment, patients with these tumors have a very poor prognosis. Adenine
nucleotides (ATP, ADP and AMP) and also adenosine have many important functions in
physiologic and pathological conditions in a variety of organisms. ATP is an important
signaling molecule in CNS physiological conditions and nucleotides and nucleosides
induce proliferation in glioma cell lines. In glioma invasion, two mechanisms can liberate
ATP: first, the excitotoxic death of the surrounding tissue and second, the injury caused by
tumor resection, which is the mainstay of initial therapy for gliomas.

In this study we examined the effects on cytotoxicity induced by extracellular ATP
in U138-MG human glioma cell line and C6 rat glioma cell line compared to hippocampal
organotypic cell cultures. The cytotoxicity of ATP (0.1mM, 0.5mM, 5mM) was measured
using propidium iodide and lactate desidrogenase assays. Caspases assay was performed to
identify apoptotic cell death. Results showed that the glioma cells present resistance to
death induced by ATP when compared with a normal tissue. High ATP concentrations
(5mM) induced cell death after 24 h treatment in organotypic cell cultures, but not in
glioma cell lines studied.

Nucleotides are hydrolyzed very slowly by gliomas, what was confirmed by the low
NTPDases enzymes expression when compared to astrocytes. To test the involvement of
extracellular ATP on the implantation and growth of gliomas, one million cells of gliomas
in 3ul of DMEM were injected in the right striata of male Wistar rats and the enzyme
apyrase was tested on the treatment of implanted gliomas. Twenty days after, the rats were
decapitated and the brain sectioned and stained with hematoxylin and eosine. Our results
showed that the rats that suffered co-injection of apyrase had a significant reduction of the
tumor size and of mitotic index (p<0.05), as well as a smaller immunodetection of Ki67,
VEGF and CD31 in comparison with the groups control and apyrase control.

The measurement of enzymatic hydrolysis of these nucleotides in blood serum may
contribute in the diagnostic of cell injury in many pathological conditions. To evaluate the
hydrolysis of the nucleotides ATP, ADP and AMP in vivo, blood serum samples were
collected twenty days after glioma implantation in rats. The rats with glioma induction
showed a significant increase in blood serum hydrolysis of ATP, ADP and AMP when
compared with the respective controls. The treatment with temozolomide and with 10%
dimethyl sulfoxide decreased the nucleotide hydrolysis. None of the animals included in
this work presented significant alterations in the activity of the enzymes alanine
aminotransferase, aspartate aminotransferase and alkaline phosphatase.

Our data indicate that ATP can have an important role on glioma growth. ATP
released in these situations can induce cell death of the normal tissue surrounding the
tumor, opening space to the fast growth and invasion of the tumor. The evaluation of
nucleotide hydrolysis in the blood serum may help in the accompaniment of brain tumor
progression.

VIl
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1 INTRODUCAO

1.1 GLIOMAS E SUA CLASSIFICACAO

Os gliomas sdo atualmente um dos grandes desafios da oncologia (Rich e Bigner,
2004). Estes sd3o os tumores cerebrais primarios mais comuns em adultos e representam
mais de 40% de todos os neoplasmas do Sistema Nervoso Central (Dai e Holland, 2001).

Os gliomas sao derivados de astrocitos, oligodendrocitos e seus precursores no SNC,
apresentando morfologia e expressdao génicas semelhantes a estas células (Collins, 1998;
Chintala et al., 1999). Recentemente, foram identificadas células-tronco de tumores
cerebrais com diferentes fendtipos, capazes de gerar este tipo de tumor sélido (Singh et al.,
2004). A radiagdo ionizante permanece o fator de risco ambiental mais aceito, que pode
estar relacionado com a formagao tumoral (Ron et al., 1988).

Entre os sintomas clinicos mais freqiientes tem-se observado cefalé¢ia, mudancas
cognitivas, papiloedema, disfasia ou hemiparesia progressiva (Todd et al., 1987; Laws ¢
Shaffrey, 1999; Girolami et al., 2000). Nao esta claro como o crescimento da massa
tumoral cause danos ao longo das margens do tumor em crescimento, entretanto,
convulsdes epiléticas, que sdo indicadores de fungdo neuronal comprometida, ocorrem
freqlientemente em pacientes com tumores cerebrais (De Angelis, 2001). A liberacdo de
glutamato pelas células gliais em concentragdes neurotoxicas pode ser responsavel em parte
pelas convulsdes associadas que ocorrem em pacientes com gliomas (Ye e Sontheimer,

1999).



O Sistema de Classificagdo de tumores cerebrais da Organizacdo Mundial da Satde
(OMYS) utiliza quatro graus para descrever os gliomas, baseados na malignidade das células,
nas suas caracteristicas invasivas e na capacidade de necrose (Collins, 1998; Chintala,
1999). Sao classificados em astrocitoma pilocitico, astrocitoma de baixo grau, o astrocitoma
anaplastico (AA) e glioblastoma multiforme (GBM), como sera explicado a seguir
(Cambier et al., 1988; Laws e Shaffrey, 1999; Holand, 2001).

Astrocitomas sdo tumores compostos predominantemente por astrocitos
neoplésicos. Astrocitomas pilociticos (grau 1) sdo tumores relativamente benignos que
geralmente ocorrem em criangas e adultos jovens. Raramente progridem para anaplasia e
geralmente estdo localizados nos nervos 6ticos, terceiro ventriculo, talamo, lobo temporal
médio, tronco cerebral e cerebelo (Duarte et al., 1994). Os astrocitomas de baixo grau (grau
IT) podem aparecer em qualquer local do SNC, incluindo a medula espinhal, mas sao mais
comuns nos hemisférios cerebrais e tendem a infiltra-se difusamente no parénquima
cerebral ao redor do tumor (Collins, 1998; Girolami et al., 2000). Os astrocitomas
anaplasticos (grau III) sdo caracterizados por astrocitos fibrilares ou gemistociticos,
podendo progredir rapidamente a glioblastoma. Finalmente, os glioblastomas multiforme
(grau IV) sdo mais freqiientemente encontrados na regido frontotemporal, mas também
podem afetar os lobos parietais, sendo os tumores cerebrais de maior malignidade (Chintala
et al., 1999; Laws e Shaffrey, 1999; Holland, 2001; Dai e Holland, 2001).

A sobrevida média dos pacientes com tumores cerebrais ¢ de cinco anos,
apresentando a terceira mais baixa entre todos os tipos de cancer (pancreas e pulmao tém a
primeira e a segunda, respectivamente) (Avgeropoulos e Batchelor, 1999). Conforme se
demonstra na Tabela 1, o prognéstico para pacientes com gliomas malignos (astrocitoma

anaplastico e glioblastoma multiforme) permanece obscuro: a sobrevida média de pacientes



com AA ¢ de 2 a 3 anos, e para pacientes com GBM ¢ de 10 a 12 meses (Davis et al.,
1999). Nos astrocitomas de baixo grau (Grau II) a sobrevida ¢ altamente variavel, com uma
média de 5 a 10 anos (Keles et al., 2001) e os astrocitomas pilociticos (Grau I), sdo curdveis
por cirurgia € em tumores sintomaticos que nao podem sofrer resseccao, utiliza-se radiagao

e quimioterapia (Edmonson, 1995; Holland, 2001).

Tabela 1 -Taxa de sobrevida média e modalidade de tratamento para gliomas

Modalidade de tratamento Sobrevida Média

Tipo Tumoral

Glioma de baixo grau*
Astrocitoma cerebelar
Glioma 6ptico
Astrocitoma anaplastico

Glioblastoma

Oligodendroglioma

Ependimoma
(diferenciado)
(anapléstico)

Ressecgao total grosseira
Biopsia/cirurgia subtotal
Cirurgia total + RT
Cirurgia

Cirurgia

Cirurgia + RT

Cirurgia somente
Cirurgia + RT

Cirurgia + RT + quimio
Cirurgia somente
Cirurgia + RT

Cirurgia + RT + quimio
Cirurgia

Cirurgia + RT

Cirurgia + RT

5-7 anos

35% em 5 anos
46% em 5 anos
Alta taxa de cura
>10 anos

>10 anos

1 ano

2-3 anos

3-5 anos

4 meses

9 meses

9-10 meses

30% em 5 anos
85% em 10 anos
55% em 10 anos
10 anos

2-5 anos #

* A localizagio e a ressecabilidade ditam a sobrevida.

# O ependimoma maligno com ressec¢ao subtotal e invasdo do liquor ditam um prognoéstico pobre,
enquanto a resseccdo total grosseira de um ependimoma supratentorial com achados liquéricos

negativos ditam um prognostico mais longo.

RT= radioterapia.

Adaptado de Edmonson (1995).



1.1.1 GLIOBLASTOMA MULTIFORME

O glioblastoma multiforme (GBM) € o tumor cerebral primario mais comum e mais
letal (grau IV) (Laws e Shaffrey, 1999). A incidéncia destes gliomas malignos ¢ de 5 a 10
para cada 100.000 pessoas (Legler et al. 1999, Wrensch et al, 2002). Estes tumores sao
mais freqlientes em homens do que em mulheres, e tém aumentado entre os idosos por
razdes ndo conhecidas, representando acima de 50% ap6s os 60 anos (Edmonson, 1995;
Dai e Holland, 2001).

Glioblastomas s3o quase sempre infiltrativos e comumente apresentam caracteristicas
multifocais (Dai, Holland, 2001). Como o proprio nome diz, glioblastoma ¢ multiforme, ja
que apresenta regides de necrose e hemorragia, além de diversas alteragdes microscopicas
(Holland, 2000). Os GBMs possuem varias caracteristicas histopatoldgicas, incluindo
células gigantes, pleomorfismo celular e nuclear, proliferagdo microvascular, e necrose com
pseudopalicada. Eles incluem também alta proliferagdo com atividade mitotica e
proliferacdo endotelial (Laws e Shaffrey, 1999). A maioria dos GBMs expressam
marcadores de diferenciacdo astrocitica (ex. GFAP, S-100B) (Holland, 2000; Dai e
Holland, 2001).

Estes tumores sdo sensiveis a radioterapia, mas raramente sao curados somente com o
tratamento radioterdpico podendo-se utilizar a combinagdo com os agentes quimioterapicos
(Laws e Shaffrey, 1999). Quase todos os pacientes com GBM morrem devido a sua

patologia e apresentam uma sobrevida média de um ano (Dai e Holland, 2001).



1.1.2  CRESCIMENTO E INVASAO DE GLIOMAS

Os gliomas surgem através de processos de proliferacdo e invasdo e causam danos
ao tecido cerebral circundante, resultando em uma deformacao e destrui¢do da arquitetura
do cérebro que leva a morte do paciente (Ridder, 1999).

A proliferacao incontrolada de células gliais resulta em tumores primarios cerebrais,
sendo a maioria originada através de transformagdes neoplasicas de astrocitos (Lipton e
Rosenberg, 1994; Paulus e Tonn, 1995). Sabe-se que o comportamento biologico dos
tumores cerebrais, com um numero de alteragdes genéticas, muda durante a chamada
progressao maligna (Lipton e Rosenberg, 1994; Paulus e Tonn, 1995; Ridder, 1999).

E sabido que a maioria dos tumores cerebrais primarios ndo metastatizam e
raramente disseminam através do fluido cérebro espinhal (Monteiro, 1996). Entretanto, os
gliomas malignos sdo caracterizados patologicamente por uma grande infiltragao do tecido
cerebral normal circundante (Rao et al., 2001). O crescimento dos gliomas pode matar as
células neuronais do tecido circundante através da liberagdo de glutamato (Takano et al.,
2001). Estudos demonstraram que as células de gliomas ndo tém a habilidade de remover o
glutamato do espaco extracelular, e, além disso, elas liberam glutamato em concentracdes
que podem levar a neurotoxicidade (Ye e Sontheimer, 1999).

A invasdo dos gliomas consiste de uma série de etapas complexas, envolvendo
alteracdes na interagdo das células tumorais com ligagdes especificas da matrix extracelular
(MEC), proteodlise da matrix por enzimas proteoliticas e subseqiiente migracao de células
através das estruturas degradadas (Ruoslahti, 1992; Kohn e Liotta, 1995). No processo
invasivo as células devem cruzar uma barreira extracelular, elas primeiro se ligam a matrix,

criando um defeito proteolitico nesta estrutura e finalmente através deste defeito ocorre a



translocagdo ativa de células tumorais (Chintala et al., 1999; Kaczarek et al., 1999).
Portanto, a invasdo de gliomas estd baseada em modificagdes de células de adesdo.
Numerosos estudos tém demonstrado uma associacao intimamente ligada entre a expressao
de varias proteases, como as serina proteases, as metaloproteinases (MMPs) e a ativacao do
sistema plasminogénio/plasmina, € o comportamento invasivo dos gliomas (Chintala et al.,
1999). Ativagdo de metaloproteinases da matrix (MMP-2/-9) ¢ observada em gliomas de
alto grau, mas nao em gliomas de baixo grau (Amberger et al., 1998).

Conforme mencionado anteriormente, necrose focal e neovascularizagdo sao
aspectos consistentes dos gliomas de alto grau (Goldman et al., 1993). A este respeito, um
outro elemento importante no crescimento dos tumores ¢ o fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF), que ¢ o mais proeminente fator de crescimento angiogénico. E
produzido por quase todos os tumores solidos: seus receptores sao altamente expressos em
células endoteliais vasculares e predominantemente em vasos nas proximidades do tumor
(Olofsson et al., 1999). Deste modo, o tumor pode crescer e células tumorais em migracao
alcangam a circulagdo através destes vasos novos e permeaveis. Apesar da
neovascularizacdo capilar exuberante, a circulagdo sanguinea muito freqiientemente nao €
suficiente para d4reas tumorais com grande proliferacdo celular. Isto indica que
suplementacgdo vascular insuficiente pode se tornar o fator limitante do crescimento tumoral

o que leva ao desenvolvimento de necrose intratumoral (Schaper e Buschmann, 1999).



1.1.3  MECANISMOS MOLECULARES E O DESENVOLVIMENTO TUMORAL

Viérias alteragdes de expressdo génica e anormalidades cromossdmicas sao
comumente encontradas nos gliomas e, em alguns casos estas mutagdes estdo relacionadas
com os graus clinicos dos tumores cerebrais (Holland, 2001).

Em tumores de baixo grau, estdo superexpressos varios fatores de crescimento e
seus receptores. Entre eles estdo o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
fator de crescimento derivado de fibroblastos (FGF-2) e fator de crescimento ciliar de
neutr6filos (CNTF), além disso, a proteina P53 freqiientemente se encontra mutada nestes
tumores. Adicionalmente, os tumores de grau III mostram deficiéncia de INK4a-ARF,
amplificacdo de quinase 4 ciclina-dependente (CDK4) ou perda do retinoblastoma (RB),
fazendo com que haja alteragdes nos sistemas de controle do ciclo celular (Collins, 1998;
Holland, 2001).

O maior numero de alteragdes genéticas ¢ encontrado nos glioblastomas multiforme.
Além de todas as alteracdes citadas acima, estes tumores mostram a perda da regiao 10q-
22-25, uma regido cromossOmica que carrega Vvarios genes supressores tumorais,
principalmente PTEN (Collins, 1998; Holland, 2001). Além disso, os tumores cerebrais
podem surgir como resultado de acumulagdo gradual de anormalidades genéticas em
células precursoras, incluindo perda ou inativagdo do gene supressor tumoral pl6 ou
superexpressao de certos receptores de proteases, como plasminogénio ativador de
uroquinase (uPA) (Chintala et al., 1999).

Em gliomas humanos, a maioria das alteragdes genéticas identificadas até agora,
resultam em ativagdo anormal de vias de transducao de sinal downstream dos receptores

tirosina quinase ou interrup¢do das vias de parada do ciclo celular (Figura 1A). Por



exemplo, a amplificacdo ou ativagdo de mutacdes dos receptores de EGF (EGFR) (Wong et
al., 1987; Wong et al., 1992), superexpressao de FGF-2 (Takahashi et al.,1990; Yamaguchi
et al., 1994), e PDGF e/ou receptores de PDGF (PDGFR) (Fleming, et al., 1992; Smith et
al., 2000). Todos levando a ativagdo constitutiva do receptor de sinalizacdo tirosina quinase
correspondente. A estimulacdo destes receptores poderia, potencialmente, ativar
simultaneamente multiplas vias de transdugdo de sinal downstream, incluindo a via PI3
quinase/AKT, via RAS/MAP quinase, via C-MYC, via da proteina quinase C, e vias STAT.
Da mesma forma, delecdo de PTEN (Li et al., 1997; Duerr et al.,1998), freqiientemente
encontrada em gliomas de alto grau, também resulta na ativacao de AKT devido a liberacao
do controle negativo de fosforilagdo de AKT (Stambolic et al.,1998). Embora a ativagao
combinada das vias abaixo de AKT e RAS seja capaz de induzir a formac¢dao de GBM em
camundongos, em gliomas humanos ndo se tem observado a ativacdo de mutacdes na RAS
e AKT. Entretanto, a atividade destas proteinas tem sido mostrada estar elevada nestes
tumores (Guha, 1998; Haas-Kogan, et al., 1998; Holland et al., 2000), presumivelmente
devido a freqiiente ativagdo acima dos receptores tirosina quinases. Portanto, a ativagao
combinada destas vias parece relevante para a biologia da formacdo dos gliomas mesmo
que o mecanismo para alcancar a elevada atividade de RAS e AKT seja diferente entre
humanos e os modelos animais (Dai e Holland, 2001).

O outro maior grupo de alteragdes resulta na interrupgao das vias de parada do ciclo
celular, como a delecdo de INK4A-ARF (Giani e Finocchiaro, 1994), delecao de RB
(Newcomb et al., 2000), perda das fungdes do P53 (Henson et al., 1994) amplificacao de
CDK4 (Rollbrocker et al., 1996), CDK6 (Costello et al., 1997), ciclina D1 (Buschges et al.,

1999) e MDM2 (Reifenberger et al., 1993) (Figura 1B). Todos estes genes estao envolvidos
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no controle da progressao do ciclo celular. Em gliomas de alto grau, perda das fungdes de

INK4A-ARF e P53 sdo as alteragcdes mais freqiientemente identificadas.
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Figura 1. Vias de sinalizacdo alteradas por mutagdes em gliomas humanos. Resumo das
maiores alteragdes genéticas identificadas em gliomas humanos. Estas muta¢des afetam tanto
transdugdo de sinal (A) ou as vias de parada do ciclo celular (B). As proteinas que sao codificadas
por genes que estdo implicados em ganho de funcdo dos efeitos oncogénicos estdo em vermelho,
enquanto que as proteinas que sdo codificadas por genes que funcionam como perda da fungdo de
gene supressores tumorais, em azul.

Adaptado de Dai e Holland (2001).
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1.1.4 TRATAMENTO DOS GLIOMAS

O diagnostico dos tumores cerebrais ¢ geralmente feito por estudos de imagem
(ressonancia magnética e tomografia computadorizada), seguido de bidpsia (McKeran e
Thomas, 1980; Todd et al., 1987). Como apresentado anteriormente, o tratamento inicial
para estes tumores ¢ a cirurgia, associada a radioterapia, e, seguida ou ndo de quimioterapia
(Brandes et al., 2000).

O tratamento cirurgico dos gliomas estd comprometido pela natureza invasiva
destas células tumorais, sendo a infiltragdo no tecido cerebral adjacente um fator limitante
da ressecgao cirurgica (Grobben et al., 2002). Desta forma, a recorréncia do tumor ¢ quase
inevitavel ja que a remocdo cirtrgica do tumor invariavelmente deixa uma populagdo
residual de células das quais novos tumores podem crescer (Rooprai et al., 1999), levando
metade dos pacientes a morte dentro de trés meses (Gregor e Cull, 1996). Portanto, deve-se
fazer o esforgo para a realizagdo da resseccao total do tumor, ja que a extensao do volume
de tumor residual depois da cirurgia estd diretamente relacionada com o tempo de
sobrevida dos pacientes (Weiss, 1995).

Como citado acima, a cirurgia geralmente ¢ seguida de radioterapia, aplicada em
pequenas fragdes didrias até uma dose total 60 cGy (Laws e Shaffrey, 1999; De Angelis,
2001). Embora a radioterapia ndo seja curativa, ela melhora os sintomas e aumenta a
sobrevida dos pacientes, justificando o uso continuo de irradiacdo pos-operatdria em
tumores malignos (Walker et al., 1980; Weiss, 1995). Entretanto, nos gliomas malignos que
se infiltram no tecido cerebral, o modo predominante de falha no tratamento com

radioterapia esta no local de origem (Sneed et al., 1994). Acredita-se que algumas células

12



invasivas podem ficar “dormentes” e compartilhar caracteristicas com as células normais
do cérebro (Laws e Shaffrey, 1999).

Os principios da quimioterapia de tumores cerebrais t€ém caracteristicas particulares
devido a barreira hematoencefalica (BHE) que limita o acesso de alguns agentes
quimioterapicos. Portanto, agentes citotoxicos que penetram a BHE (inibidores da
topoisomerase I, temozolomida, oxaliplatina) sdo agentes terapéuticos promissores.
Estratégias para acessar a BHE (polimeros, analogos da bradicinina, terapia génica) sao
avangos importantes que também tém mostrado eficacia em estudos clinicos (Avgeropoulos
¢ Batchelor, 1999; Buolamwini,1999).

Embora grande parte dos quimioterapicos tenha acdo sistémica, métodos focais e
regionais foram desenvolvidos na forma de quimioterapia intra-arterial e uso de particulas
biodegradaveis impregnadas com as drogas (Laws e Shaffrey, 1999).

O desenvolvimento da biologia molecular tem levado a clarear o entendimento dos
mecanismos de desenvolvimento do tumor, crescimento e resisténcia da terapia. Estdo
emergindo novas estratégias com alvo de tratamento na patogénese molecular destes
tumores (Rich e Bigner, 2004) (Figura 2). Agentes antiangiogénese, oligonucleotideos
antisenso ¢ inibidores de transdugdo de sinal sdo todos exemplos de tais terapias

(Avgeropoulos e Batchelor, 1999; Rich e Bigner, 2004).
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Figura 2. Vias de mitose alvo em gliomas. Varias vias de fator de crescimento sdo ativadas
impropriamente nos gliomas, incluindo EGF, PDG e VEGF. Cada familia de fator de crescimento
constitui varios membros ligados a receptores transmembrana contendo dominios extracelulares, e
dominios citoplasmaticos que possuem atividade proteina quinase. A ligagdo aos receptores induz a
fosforilagdo de residuos de tirosina que permitem a ligacdo de proteinas que atuam com
transdutores de sinais ou moduladores. Estes efetores podem induzir a atividade de varias vias de
transducdo incluindo, RAS, MAPK e AKT. Varias destas cascatas sdo alvos de novas terapias para
os gliomas. ERK, extracelular signal-regulated protein kinase; GEF, guanine exchange factor;
HDAC, histone deacetylase; MEK, MAP/ERK-kinase; mTOR, mammalian target of rapamycin;
PIP2, phosphatidylinositol (4,5) bisphosphate; PIP3, phosphatidylinositol (3,4,5) triphosphate;
PKC, protein kinase C; PTEN, phosphatase and tensin homologue deleted on chromosome ten.

Adaptado de Rich e Bigner (2004).
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1.2 NUCLEOTIDEOS EXTRACELULARES

As purinas e pirimidinas extracelulares sao moléculas sinalizadoras que apresentam
diversos efeitos sobre muitos processos bioldgicos, incluindo neurotransmissdo, contracao
de musculo liso, secre¢do, resposta imune, inflamagdo, agregagdo plaquetaria, dor,
modulagdo da fungao cardiaca, entre outros (Ralevic e Burnstock, 1998).

Existem duas rotas principais pelas quais os nucleotideos podem atingir o
compartimento extracelular (Bodin e Burnstock, 2001). A primeira € por exocitose ¢ a
segunda pela lise celular. Existem numerosos estudos que provam que o ATP armazenado
nas vesiculas sindpticas ¢ liberado como um co-transmissor dos nervos terminais por
exocitose (Zimmermann, 1994). Uma terceira rota sugere que em algumas células nao
neuronais poderia ocorrer a liberagdo mediada de ATP que envolveria ATP-binding cassete
proteins (ABC), uma familia de ATPases transportadoras. Entretanto, o exato mecanismo
deste processo permanece obscuro (Bodin e Burnstock, 2001). Uma vez liberados, os
nucleotideos interagem com diferentes receptores de nucleotideos e finalmente sao
degradados por varias ecto-enzimas (Grobben et al., 1999).

O ATP e seu produto de degradagdo, adenosina, ativam receptores especificos, na
maioria das células, para mediar diversas respostas funcionais (Khakh e Kennedy, 1998).
Existem duas principais familias de receptores, os receptores de adenosina ou do tipo P1, e
os receptores do tipo P2, que reconhecem principalmente o ATP e o UTP e seus analogos
difosfatados, conforme sera explicado a seguir (Burnstock, 2001).

O ATP e os seus produtos de degradagdo, particularmente o ADP e a adenosina,

formam uma cascata envolvida na regulagdo da comunicagdo célula-célula, que pode
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funcionar diminuindo as conseqiiéncias do trauma de tecido, como a isquemia (Williams e
Jarvis, 2000). A adenosina ¢ um nucleosideo enddgeno das purinas que exerce varios
efeitos bioldgicos que freqiientemente contrastam com as fungdes dos receptores P2. Por
exemplo, a adenosina tem propriedades antiagregantes e antiinflamatorias (Klinger et al.,

2002), como sera descrito posteriormente.

1.2.1 RECEPTORES PI1 E P2

Os nucleotideos extracelulares interagem com receptores presentes na superficie da
membrana celular. A vasta familia destes receptores foi primeiramente denominada
“purinérgica” (Burnstock, 1972; 1978; Ralevic e Burnstock, 1998). Até o momento, foram
clonados e caracterizados 15 receptores P2 (Dubyak e Elmoatassim, 1993; Muller, 2002;
Abbracchio et al., 2003), bem como 4 subtipos de receptores de adenosina (P1) (Fredholm
et al., 2001; Klinger et al., 2002) (Tabela 2).

Os receptores P1 de adenosina sdo todos membros da familia dos receptores ligados
a proteina G (Fredholm et al., 2001). Os genes para estes receptores foram analisados e
detalhados, e os receptores desta familia foram designados como Aj, Aza, Axg € Aj,
conforme ja citado anteriormente. Embora a adenosina esteja continuamente presente no
espaco extracelular em baixas concentragdes, condi¢cdes de estresse metabolico aumentam
dramaticamente os seus niveis extracelulares (Olah e Stiles, 1995; Baraldi e Borea, 2000).
Ao contrario dos receptores da adenosina, os receptores P2 sdo divididos em dois grupos
bem distintos: em ionotrépicos (P2X) e em metabotropicos (P2Y) (Dubyak, 1991,
Abbracchio e Burnstock, 1994; Fredholm et al.,, 1997; Boarder e Hourani, 199;

Boeynaems et al., 2000).
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A maioria dos receptores P2X est4 distribuida distintamente nos neurdnios centrais
e periféricos (Burnstock, 2001). Até o momento, foram identificados sete receptores (P2X-
P2X7), sendo que um receptor funcional ¢ formado por trés subunidades, possibilitando
assim a formagdo de receptores heteroméricos. Isto pode ser explicado pelo fato de que
muitos destes receptores sdo expressos na mesma célula, produzindo um grande numero de
receptores com caracteristicas farmacologicas e funcionais diferenciadas (Ralevic e
Burnstock, 1998). O ATP ¢ o principal agonista, sendo que os outros nucleotideos (ADP,
UTP, UDP) ndo possuem afinidade ou possuem uma finidade muito reduzida pelos
receptores P2X (Idelson, 2001).

Os receptores metabotropicos P2Y sdo receptores purinicos e pirimidinicos que se
caracterizam por estarem acoplados a proteina G (Ralevic e Burnstock, 1998; Burnstock,
2001). Eles tém sete dominios transmembrana, um N-terminal extracelular e um C-terminal
intracelular. Varios receptores P2Y foram clonados, incluindo os receptores P2Y;, P2Y>,
P2Y4, P2Ys, P2Y 11, P2Y 12, P2Y 13 € 0 receptor P2Y 14 Os receptores P2Y expressos tém sido
distinguidos farmacologicamente pela ordem de efetividade dos agonistas, alguns
preferindo pirimidinas a purinas (Burnstock, 2001). Os receptores purinérgicos
reconhecidos até o momento, a sua principal distribuicdo, e os agonistas e antagonistas sao

mostrados na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas dos receptores purinérgicos®

Receptor Distribuicéo Agonistas Antagonistas

P1 (adenosina)

Al Cérebro, medula espinhal, testiculos, CCPA, CPA DPCPX, CPX, XAC
coracdo, nervos terminais autonomicos
A2A Cérebro, coragdo, pulmdes, baco CGS21680 KF17837, SCH58261
A2B Intestino grosso, bexiga NECA Enprofylline
A3 Pulmdo, figado, cérebro, testiculos, IB-MECA, DBX RM MRS1220, 1268605
coragdo
P2X
P2X1 Musculatura lisa, plaquetas, cerebelo, o,pmeATP = ATP = TNP-ATP, IP5I, NF023
neurdnios dorsais e espinhais 2meSATP
(desensibilizagdo rapida)
P2X2 Musculatura lisa, SNC, retina, células ATP >ATPyS > Suramina, PPADS
cromafins, glia autondmica e sensorial . 2meSATP >>
o,pmeATP
P2X3 Neurdnios sensoriais, NTS, alguns 2meSATP > ATP > TNP-ATP, suramina,
neurénios simpaticos a,pmeATP PPADS
P2X4 SNC, testiculo, colom ATP >> 0,fmeATP -
P2X5 Células proliferativas na pele, intestino, ATP >> 0,fmeATP Suramina, PPADS
bexiga, timo, medula espinhal
P2X6 SNC, neurdnios motores (does not function as -
homomultimer)
P2X7 Células imunes em apoptose, pancreas, BzATP > ATP > KN62, KN04,
pele, entre outros 2meSATP >>a,BmeATP Coomassie brilliant blue
P2y
P2Y1 Células epiteliais e endoteliais, plaquetas, 2meSADP >2meSATP MRS2279, MRS2179
células imunes, osteoclastos = ADP > ATP
P2Y2 Células imunes, epiteliais e células UTP =ATP Suramina
endoteliais, tibulos renais, osteoblastos
P2Y4 Células endoteliais UTP = ATP RB2, PPADS
P2Y6 Algumas células epiteliais, placenta, UDP > UTP >> ATP RB2, PPADS, suramina
células T, timo
P2Y11 Bago, intestino, granuldcitos ARC67085MX > Suramina, RB2
BzATP > ATPyS > ATP
P2Y12 Plaquetas ADP ARC67085MX
ARC69931MX

Abreviaturas: o,fme-ATP, o,f-methylene ATP; 2meSATP, 2-methylthioATP; CCPA, 2-chloro-N 6-
cyclopentyladenosine; CPA, N 6-cyclopentyladenosine; CPX, 8-cyclopentyl-1,3-dipropylxanthine; DBXRM,
1,3-dibutylxanthine- 1-riboside-5'-N-methylcarboxamide; DPCPX, §8-cyclopentyl-  1,3-dipropylxanthine;
Ins(1,4,5)P3, inositol (1,4,5)-trisphosphate; IB-MECA, N6-(3-iodobenzyl)-5'-N-
methylcarboxamidoadenosine; 1P51, diinosine pentaphosphate; NECA, N-ethylcarboxamidoadenosine; NTS,
nucleus of the solitary tract, PLC-B, phospholipase C-f; PPADS, pyridoxalphosphate-6-azophenyl-2'4'-
disulfonic acid, TNP-ATP, 2',3'-O-(2,4,6-trinitrophenyl) adenosine 5'-triphosphate; XAC, xanthine amine
congener.

Adaptado de Burnstock (2001).

3 Nesta tabela ndo estdo descritos os receptores recentemente clonados P2Y 3 e P2Y 4,
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1.2.2 AS FUNCOES DOS NUCLEOTIDEOS EXTRACELULARES

No sistema nervoso central, periférico e entérico, as purinas extracelulares e, em
menor escala, as pirimidinas demonstram fungdes como neurotransmissores e
neuromoduladores. Além disso, purinas extracelulares podem atuar como fatores troficos
com o potencial de regular o desenvolvimento neuronal, a proliferacdo e a apoptose da glia
e células capilares endoteliais do cérebro, a plasticidade neural e a resposta do sistema
nervoso a processos patologicos (Neary et al.,, 1996). Sabe-se que todas as células do
sistema imunologico e inflamatorio expressam receptores purinérgicos € que a sua
expressao ¢ modulada durante o desenvolvimento e por citocinas inflamatérias (De
Mendonga et al., 2000).

As células sdo capazes de liberar ATP em reposta a varios agonistas, incluindo o
proprio ATP (Lemmens et al., 1996). Conforme ja foi citado, os nucleotideos presentes em
todas as células podem ser liberados através de diferentes mecanismos: exocitose,
transporte via proteinas intrinsecas da membrana plasmatica tais como as glicoproteinas, ou
lise celular. For¢as mecanicas aplicadas as células, como estresse pela raspagem, por
exemplo, também mostraram causar a liberagao intracelular do ATP (Abraham et al., 1993;
Gordon, 1986; Grierson e Meldolesi, 1995). Em algumas condigdes patologicas, grandes
quantidades de ATP intracelular podem ser liberadas a partir de células lesadas (Chow et
al., 1997; Agteresch et al., 1999), sendo este um importante mecanismo de resposta para
condi¢des que levam a lise celular. Por exemplo, em caso da resposta dos astrocitos ao

dano celular do SNC (Neary et al., 1996).

19



Virias respostas biologicas foram documentadas para o ATP extracelular na maioria
dos orgaos e tecidos até agora estudados (Dubyak e El-Moatassim, 1993). Alguns estudos
demonstraram que o ATP pode estimular a mitogénese em células de mamiferos pelo
envolvimento em diferentes cascatas de sinalizagdo (Wang et al., 1991; Boarder e Hourani,
1998) (Figura 3). O ATP extracelular estimula a proliferacao endotelial, do musculo liso, de
fibroblastos, macrofagos e células tumorais (Greenberg et al., 1988; Van Daele et al., 1992;
Malam-Souley et al., 1993).
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Figura 3. O controle da mitogénese pela MAPK via receptor P2Y. Séo ilustradas trés vias a
partir de um receptor P2Y para a ativacdo das vias da MAPK, e, portanto da mitogénese. Primeira
via ¢ independente de fosfolipase C (PLC), com ativagdo direta de um receptor ndo tirosina quinase
pela subunidade By da proteina G dissociada (1). Segunda via indica eventos dependentes de PLC
(e.g. Ca*" ¢ PKC dependentes) ativando tirosina quinase (2). Terceira via é dependente da formagéo
de fator de crescimento regulado pelo P2Y, o qual atua via o compartimento extracelular, para
ativar um receptor tirosina quinase e consequentemente a cascata Ras—MAPK (3).

Adaptado de Boarder e Hourani (1998).
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Em astrocitos, as purinas exercem diferentes efeitos via receptores purinérgicos
(Cicarelli et al., 2001) (Figura 4). De um modo geral, os nucleotideos da adenina
estimulam, tanto a proliferagdo como a diferenciacdo em astrocitos (Abbracchio et al.,
1994; Ciccarelli et al., 1994). O ATP induz a proliferacdo em culturas de astrocitos de ratos
via receptores P2Y, e também aumenta sinergisticamente a proliferagdo induzida por FGF-
2 em culturas de astrdcitos (Neary et al., 1994). Os efeitos na proliferacdo induzidos em
astrocitos pela ativacdo dos receptores P2 pelo ATP sdo bem caracterizados. Os analogos
hidrolisaveis do ATP (ADP, AMP e adenosina) e andlogos resistentes a hidrélise aumentam
a taxa de proliferacdo em culturas de astrdcitos (Abbracchio et al., 1994; Ciccarelli et al.,
1994). Este efeito ¢ inibido pela suramina, um antagonista ndo seletivo para P2, ou pelo

RB2, um antagonista de receptor P2Y mais seletivo (Ciccarelli et al., 1995).
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Figura 4. Representacdo esquematica dos receptores purinérgicos expressos por astrécitos e
das principais vias de transducao ativadas (linhas preenchidas) ou inibidas (linhas pontilhadas) pela
estimulacdo destes receptores. ‘?° refere-se a possivel existéncia de receptores purinérgicos da
guanina. Uma vez liberados a partir dos astrocitos (linha pontilhada e tracejada) as purinas podem
interagir com os respectivos receptores nos astrocitos ou em neurdnios, exercendo efeitos troficos.
Adaptado de Cicarelli e colaboradores (2001).
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1.2.3 ADENOSINA E SUAS FUNCOES

A adenosina ¢ um nucleosideo endogeno com efeitos neuromodulatérios em muitas
areas do SNC de mamiferos, estando também envolvida na regulagdo da circulacao
sangiiinea cerebral (Fredholm, 1995).

A fun¢do da adenosina como uma molécula sinalizadora extracelular, foi
primeiramente estabelecida através de um estudo no qual foi demonstrado que este
nucleosideo ¢ um potente agente inotropico negativo e um vasodilatador coronariano
(Drury e Szent-Gyorgyi, 1929). Posteriormente, foi demonstrado que ocorre a formagdo da
adenosina extracelular em situagdes de hipoxia e isquemia cardiaca, propondo-se assim que
a adenosina possui uma fungdo protetora no coracdo (Ralevic e Burnstock, 1998).
Subseqiientemente, obtiveram-se mais evidéncias para as agdes protetoras da adenosina
extracelular em outras células e sistemas organicos, incluindo o cérebro, rins, musculo
esquelético e tecido adiposo. Com base nestas evidéncias, foi formulada por Newby (1984)
uma hipotese unificadora para as agcdes da adenosina, e foi designado o termo ‘metabdlito
retaliatorio’. Esta hipotese sugere que a adenosina, liberada em resposta a uma grande
quantidade de estimulos de estresse, medeia um /oop autorregulatdrio que tem a fungdo de
proteger os 6rgaos da lesao que se segue ao estimulo de estresse inicial.

As acodes fisiologicas da adenosina resultam quase que exclusivamente da ocupagao
dos receptores de superficie e pela ativacdo de vias de sinalizacdo intracelular. Uma vez
que a adenosina atinge altas concentra¢des dentro da célula, ela ¢ desviada para o espago
extracelular através de transportadores de nucleosideos (Pastor-Anglada et al., 2001; Hasko
e Cronstein, 2004) (Figura 5). Os receptores A; e Ay, sdo ativados por concentragdes de

adenosina na faixa de nanomolar, ja os subtipos Ay, € Aj tornam-se ativos somente quando
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os niveis extracelulares de adenosina se elevam na faixa de micromolar durante periodos de

inflamacdo, hipdxia ou isquemia (Baraldi e Borea, 2000; Olah e Stiles, 1995).
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Figure 5. As maiores vias envolvidas no metabolismo da adenosina. Adenosina ¢ formada a
partir do precursor ATP nos espagos intra e extracelulares. A adenosina intracelular é desviada para
o espago extracelular através de transportadores de nucleosideos localizados na membrana. A
enzima da via de salvamento, adenosina quinase, refosforila a adenosina a ATP, enquanto que a
adenosina desaminase metaboliza a adenosina a inosina. A formagao extracelular de adenosina é o
resultado de uma cascata enzimatica que consiste de E-NTPDases e ecto-5’-nucleotidase (ecto-
5°NT).

Adaptado de Hasko e Cronstein (2004).

Os receptores A; tém uma ampla distribuicao no cérebro, com alta densidade pré e
pos-sindptica nos neurdnios e nas células gliais no hipocampo, cerebelo e em baixa
densidade no estriado (Fastbom et al., 1987). Os efeitos neuroprotetores da adenosina sao
mediados pela ativagao do receptor Aj, relacionado predominantemente pelo bloqueio pré-

sindptico do influxo de Ca*" que resulta na diminuicdo da inibicdo da liberagdo do
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glutamato e na redugdo dos seus efeitos excitotoxicos em nivel pos-sindptico (Abbracchio e
Cattabeni, 1999).

Os receptores Ay, estdo localizados na musculatura lisa e nas células endoteliais, nas
plaquetas e neutréfilos e nos neurdnios preferentemente na regido do estriado (Ongini e
Fredholm, 1996). Ja os receptores A, sdo encontrados em pequenas quantidades na maioria
das células do SNC, incluindo os astrocitos (Sebastido e Ribeiro, 1996).

Os receptores Az encontram-se em pequenas quantidades no cérebro e nos
macrdofagos (McWhinney et al., 1996). Previamente, foi demonstrado que a ativacao do
receptor A; da adenosina resulta em efeitos neuroprotetores e neurodegenerativos,
dependendo das condicdes fisiopatologicas especificas. Este duplo efeito pode depender de
mecanismos de regulacdo do receptor que sdo capazes de mudar a disponibilidade e/ou
funcao do receptor, como também suas ligacdes a cascatas de transdu¢ao ou expressao de
fatores celulares especificos (Liang e Jacobson, 1998). Um estudo realizado com células de
astrocitomas demonstrou que ocorre a dessensibilizagdo e internalizagdo dos receptores Aj
apos curta e longa exposi¢ao a agonistas (Trincavelli et al., 2002).

Além das suas acdes diretas pré e pos-sinapticas neuronais, a adenosina também
apresenta acdes na regulacdo de varios neurotransmissores e neuromoduladores, através da
‘sincronizagdo’ ou ‘dessincronizacdo’ da ativagdo de receptores para neuropeptideos,
receptores nicotinicos autofacilitatorios da acetilcolina, receptores NMDA®, receptores
metabotropicos de glutamato, bem como aos proprios receptores de adenosina (Sebastido e
Ribeiro, 2000).

Os efeitos da adenosina na proliferagao celular sdo menos definidos. A adenosina

tem sido mostrada por estimular a proliferacdo endotelial, neuroblastoma e células 3T3 de

* Refere-se a N-metil-D-aspartato.
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fibroblastos de camundongos, mas também inibe a proliferacdo de fibroblastos (Meininger

et al., 1988; Meininger e Granger, 1990; Ethier, 1993).

1.3 AS ECTO-NUCLEOTIDASES

Os nucleotideos extracelulares podem ser hidrolisados por uma variedade de enzimas
que estdo localizadas na superficie celular, podendo também estar presentes no meio
intersticial ou nos fluidos corporais, denominadas ecto-nucleotidases (Zimmermann, 1996).
Existem muitas evidéncias de que ao menos algumas destas enzimas localizadas na
superficie celular t€ém também um papel importante na interacdo célula-célula, na
diferenciagdo de neurdnios e nos mecanismos de reparo apo6s lesdo neuronal. Varias destas
ecto-enzimes sdo reguladas durante uma lesao no sistema nervoso, como por exemplo, apds
uma isquemia cerebral (Zimmermann, 2001).

A Figura 6 mostra as vias de degradacdo dos nucleotideos na fenda sinaptica
durante o processo de neurotransmissdo. O ATP extracelular pode ser rapidamente
metabolisado por ecto-nucleotidases as quais tém um importante papel na regulagdo das
respostas mediadas pelos purinoreceptores. A desfosforilagdao seqiiencial e completa do
ATP produzindo adenosina ocorre pela agdo conjunta das ecto-nucleotidases (E-NTPDases)
as quais geram AMP o qual pode ser hidrolisado pela ecto-5’-nucleotidase (ecto-5’NT,
CD73). A adenosina assim formada pode, por sua vez, ativar os receptores P1 levando a um
feedback inibitorio na liberacdo do ATP, que pode acarretar um aumento na ativa¢ao dos

canais de Katp (Williams e Jarvis 2000).
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Figura 6. Vias de degradacéo dos nucleotideos. O ATP é metabolizado rapidamente por uma
familia de ecto-NTPDases extracelulares para formar ADP que interage com receptores P2, e que
por sua vez pode ser hidrolisado gerando AMP. O AMP da origem a adenosina, que pode interagir
com varios receptores P1.

Adaptado de www.bio.uni-frankfurt.de/zoologie/nch/nuclpage.htm.

Os nucleosideos 5’-tri e-difosfatados podem ser hidrolisados pelos membros da
familia das E-NTPDase (ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolase), pela FAL (fosfatase
alcalina) e pela familia das E-NPP (ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase)
(Zimmermann, 1999; 2001) (Figura 7).

As E-NPPs também possuem uma ampla distribuicao tecidual e incluem os antigenos

de diferenciacdo celular NPP1, NPP2 (PD-lo, autotaxina) e NPP3 (PD-IB, BI10,
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gp130RB13-6). Todos os membros desta familia sao ligados a membrana por um unico
dominio transmembrana N-terminal e apresentam um dominio para clivagem proteolitica,
sugerindo sua ocorréncia como enzimas soluveis (Zimmermann, 1999; 2001) (Figura 7).

Os nucleosideos-5’-monofosfato sdao suscetiveis a hidrélise pela acdo da ecto-5’NT e
por 5’-NT citoso6licas, mas também pela FAL e por alguns membros da familia das E-NPP
(Battastini et al., 1991, 1995; Zimmermann, 2001) (Figura 7). A ecto5’-NT reside
largamente na glia (astrécitos, oligodendrocitos e microglia). Esta enzima converte AMP

em adenosina e Pi e ¢ fortemente inibida por ATP e ADP (Zimmermann, 1992).
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HTFDawe HNTPDases MPE Fidnenibonadlnmer
MNTFDase MTPDazes MNEPE2 {= B sd non-
MTPFDase3 NP3 specific)
HTFDatad Plse esvlal
Intasthnal
G ol

Figura 7. Topografia de membrana das ecto-nucleotidases. As NTPDases de 1 a 4 sdo ligadas a
membrana plasmatica por dois dominios transmembrana, N e C-terminal. NTPDase 5 e NTPDase 6
ndo possuem o dominio transmembrana C-terminal e podem ser clivadas ao proprio dominio N-
terminal para formar uma proteina soluvel liberada (seta). As NTPDases de 4 a 6 sdo localizadas
intracelularmente. Os quadros escuros na seqiiéncia das E-NTPDase 1 a 6 representam as regides
conservadas das apirases (ACRs).

Adaptado de Zimmermann (2001).
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1.3.1 A FAMILIA E-NTPDase

As ectonucleosideo trifosfato difosfoidrolases (E-NTPDase) sdo descritas como a
familia de enzimas de mamiferos que cataliza a hidrélise dos y- e f-residuos de fosfato dos
nucleotideos, apresentando diferentes preferéncias pelos substratos (Zimmermann, 2001).

Até o momento foram clonados e funcionalmente caracterizados oito membros da
familia. Conforme demonstrado na Tabela 3, as NTPDases, classificadas de 1 a 8, no
passado foram designadas com varios nomes aqui descritos entre parénteses: NTPDase 1
(CD39, ATPDase, ecto-apirase), NTPDase 2 (CD39LI1, ecto-ATPase), NTPDase 3
(CD39L3, HB6), NTPDase 4 (UDPase, LALP70), NTPDase 5 (CD39L4, ER-UDPase,
PCPH) e NTPDase 6 (CD39L2). Recentemente, foram clonados outros dois membros:
NTPDase 7 (LALP1) e NTPDase 8 (Zimmermann, 2001; Bigonnesse, 2004).

Essa familia de genes também tem membros em invertebrados, plantas, fungos e
protozoarios. As enzimas em mamiferos hidrolisam nucleosideos di e trifosfatados, com
diferencas consideraveis na preferéncia pelos substratos. Os sitios cataliticos estdo voltados
para o meio extracelular ou para o limem das organelas intracelulares, como Golgi e
reticulo endoplasmatico. Os membros individuais podem diferir na seqiiéncia de
aminoacidos, porém todos compartilham as cinco regides conservadas (ACRs), sendo essa
uma marca caracteristica dessa familia (Zimmermann, 2001).

Estas enzimas requerem cations divalentes (Ca”" e/ou Mg”") para que ocorra a sua
plena atividade enzimatica. A presumivel funcdo das NTPDases ligadas a membrana
plasmatica, mais especificamente NTPDase 1-3 e NTPDase 8, ¢ regular a concentragdo de
nucleotideos extracelulares e, portanto modular os seus efeitos biologicos exercidos pela

ativacdo de varios receptores P2Y e P2X (Kukulski et al., 2004). Enquanto todos os
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membros da familia catalisam a hidrélise de ambos, nucleosideos trifosfatados (NTP) e
nucleosideos difosfatados (NDP), as razdes de hidrolise (NTP: NDP), variam
significativamente para essas reacdes, resultando em enzimas que hidrolisam
preferencialmente NTPs (NTPDase 2), preferencialmente NDPs (NTPDase 5 e 6) ou ambos
nucleotideos (NTPDase 1, 3 e 8) (Zimmermann, 2001; Grinthal e Guidotti, 2002).

A NTPDase 1 (CD39) hidrolisa ATP e ADP com aproximadamente a mesma
velocidade (Wang e Gudotti, 1996; Sévigny et al., 1997; Heine et al., 1999). Ela ¢ um
componente chave na habilidade de bloquear a agregacao plaquetaria no endotélio vascular
por controlar os niveis de ADP do sangue (Marcus et al., 1997; Enjyoji et al., 1999; Pinsky
et al.,, 2002). Interessantemente, a atividade da NTPDase 1 ¢ também necessaria para
manter a fungdo das plaquetas por prevenir a dessensibilizagdo do receptor P2Y receptor
na sua superficie (Enjyoji et al., 1999). Recentemente, foi demonstrada a expressdao da
NTPDase 1 nas células de Langerhans, onde tem uma fungdo complexa na imunidade e
inflamag¢do (Mizumoto et al., 2002). Além disso, a atividade NTPDase 1 na microglia pode
influenciar a sinalizagdo de nucleotideos entre neuroénios ou astrocitos (Zimmermann,
2001).

A NTPDase 2 demonstrou uma fun¢do diversa da NTPDase 1 in vitro. A primeira
facilita a agregagao plaquetéria por gerar ADP na presenca do ATP (Sévigny et al., 2002),
enquanto que a segunda hidrolisa na mesma razao ATP e ADP (Mateo et al, 1999). A
NTPDase 2 hidrolisa ATP e ADP em uma razao de 30:1 (Heine et al., 1999; Mateo et al.,
1999; Vlajkovic et al., 1999).

Ainda muito pouco se sabe a respeito do papel fisiolégico da NTPDase 3. Esta ¢
considerada um intermediario funcional entre a NTPDase 1 e a NTPDase 2, por hidrolisar o

ATP e ADP numa razao de 3:1. Esta enzima hidrolisa mais rapidamente os nucleotideos tri-
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fosfatados em relagdo aos di-fosfatados, representando uma forma diferenciada de controle
de tempo de permanéncia dos nucleotideos no meio extracelular (Smith e Kirley, 1998;
Zimmermann, 2001).

A NTPDase 4 possui estrutura semelhante as outras NTPDases ja descritas. Existem
duas formas humanas desta enzima: uma NTPDase 4 (UDPase) esta presente no lumem
do aparelho de Golgi de células de mamiferos, onde proteinas e lipideos sdo glicosilados
(Brandan e Fleischer, 1982; Fleischer, et al., 1993; Wang e Guidotti, 1998) e outra forma
presente em vacuolos lisossomais/ autofagicos (LALP70, NTPDase 4a) (Biederbick et al.,
1999). Ambas as enzimas hidrolisam nucleosideos 5°-di e trifosfatos, mas ATP e ADP sdo
hidrolisados cm baixa preferéncia por estas enzimas (Biederbick et al., 1999).

A NTPDase 5 (CD39L4) e a NTPDase 6 (CD39L2) também podem ser encontradas
na membrana plasmatica e secretadas apods a clivagem proteolitica (Yeung et al., 2000). A
CD39L4 ¢ uma NTPDase humana secretada, especificamente para a hidrélise de
nucleosideos difosfato (Mulero et al., 1999). Posteriormente, foi demonstrada a identidade
funcional e estrutural entre a CD39L4 e o proto oncogene PCPH (Paez et al., 2001).

Outro membro encontrado recentemente e chamado LALP1 foi identificado como a
NTPDase 7 (Shi et al., 2001). Esta enzima ¢ considerada uma endoapirase com 88% de
similaridade na seqiiéncia de aminoacidos em humanos e camundongos. Estes genes
compartilham consideraveis homologias com a hLALP70 (endoapirase lisossomal de
mamiferos). A localizagdo subcelular e a atividade enzimatica da LALP1 indicam que esta
enzima ¢ realmente uma endoapirase com preferéncia de substrato para os nucleosideos
trifosfatados UTP, GTP, ¢ CTP (Shi et al., 2001).

Recentemente, foi identificada e caracterizada uma nova NTPDase ligada a

membrana plasmatica com propriedades bioquimicas distintas, denominada NTPDase 8. A
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seqliéncia de aminoacidos revela oito locais de N-glicosilagdo e dois dominios
transmembrana, cinco regides conservadas de apirase e 20-50% de identidade dos
aminodcidos com outras NTPDases de mamiferos. Estudos demonstraram que as células
intactas e as células lisadas da COS-7 expressando NTPDase8 sdo capazes de hidrolisar
agonistas de receptores P2 tais como, ATP, ADP, UTP, e UDP, mas ndo hidrolisam AMP.
A hidrolise de nucleosideos trifosfatados resultou em uma acumulagdo transitoria do
difosfonucleosideo correspondente, sugerindo uma via alternativa para modular os niveis

de nucleotideos e conseqlientemente a ativagao de receptores P2 (Bigonnesse et al., 2004).

Tabela 3. Nomenclatura e preferéncia de substrato para os membros da familia E-
NTPDase em vertebrados

Nome Nomes previamente utilizados Preferéncia de substrato

NTPDasel CD39, ecto-ATP difosfoidrolase, ATP=ADP (1:1)*

ecto-apirase

NTPDase2 CD39L1, ecto-ATPase ATP>>>>ADP (30:1)*

NTPDase3 CD39L3, HB6 ATP>ADP (3:1)*

NTPDase4 UDPase (hLALP70v), hLALP70 UDP>GDP,CDP

NTPDase5 CD39L4, ER-UDPase UDP>GDP,IDP>>>ADP,CDP
NTPDase6 CD39L2 GDP>IDP>>UDP,CDP>>ADP
NTPDase7 LALP1 UTP, GTP, CTP

NTPDase8 ATP = ADP (2:1)*

* Razao de hidrolise NTP:NDP. As NTPDases de 1 a 3 hidrolisam todos os outros
nucleotideos purinicos e pirimidinicos, similarmente ao ATP e ADP.

Adaptado de Zimmermann (2001).
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1.3.2 4 5’-NUCLEOTIDASE

A enzima 5’-nucleotidase compreende um grupo de enzimas localizadas na
membrana plasmatica de células de mamiferos e também estdo presentes na mitocondria,
microssomos, aparelho de Golgi e citosol (Zimmermann, 1992). A ecto-enzima 5’-
nucleotidase (ecto-5’NT) estd ancorada na membrana plasmatica por um glicopeptideo C-
terminal que contém glicosil-fosfatidil-inositol, podendo ser encontrada na maioria dos
tecidos (Zimmerman, 1992; 2001).

A principal funcdo da ecto-5’NT ¢ a conversdo dos nucleosideos monofosfato (ex.
5’-AMP), aos quais as células geralmente sdo impermeaveis, aos seus respectivos
nucleosideos (ex. adenosina), que pode penetrar prontamente na maioria das células
(Hasko” e Cronstein, 2004). Em linfocitos, a ecto-5’NT (“limphocyte surface protein
CD73”) representa um marcador de maturagcdo para as células T e B e estd ausente nas
células imaturas (Airas et al., 1997). Estudos também demonstraram que a CD73, possui
caracteristicas de uma molécula de adesao (Airas et al., 1995).

No SNC, esta enzima encontra-se associada as células da glia, localizada na
membrana plasmatica de astrocitos, oligodendrocitos, microglia e astrocitomas
(Zimmermann, 1996). Alguns estudos demonstraram que a atividade da ecto-5’NT
encontra-se aumentada em astrocitos, células microgliais e em sinaptossomas de
hipocampo apds isquemia focal e reperfusdo (Braun et al., 1995; Schetinger et al., 1998).
Além disso, a ecto-5’NT pode estar transitoriamente expressa nas sinapses e na superficie
dos neurdnios durante o desenvolvimento sinaptico (Braun at al., 1995; Maienschein e

Zimmermann, 1996).
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1.3.3 OS TUMORES E AS ECTO-NUCLEOTIDASES

O sistema purinérgico pode estar envolvido com o desenvolvimento tumoral em
varios tipos de canceres, entre eles, gliomas, melanoma, carcinoma epitelial intestinal
(Morrone at al., 2003; Coutinho-Silva et al., 2005, White et al., 2005).

Virios estudos tém demonstrado que alteracdes nas nucleotidases podem estar
relacionadas ao desenvolvimento de diferentes tumores. Em melanomas diferenciados de
humanos, foi observado um aumento na expressdo da ecto-apirase/CD39, sugerindo que
esta proteina pode ser um marcador de diferenciacdo tumoral, por apresentar gradual
diminui¢do com a progressao do tumor (Dzhandzhugazyan et al., 1998). Ja em células de
hepatomas humanos ha um aumento da expressdo das ecto-ATPases na presenca de EGF
(Knowles, 1988). Estudos demonstraram a identidade molecular entre a NTPDase 5
(CD39L4) e o proto-oncogene (PCPH), com indicagdes do envolvimento desta proteina no
desenvolvimento neoplasico (Paez et al., 2001).

Alguns tumores como cancer de mama (Dao et al., 1980; Walia, 1995), cancer de
cabeca e pescogo (Lal et al., 1989) e glioblastoma (Fenoglio et al., 1997) podem causar
uma elevacgdo na atividade sérica da 5’-NT. Esta enzima pode ser liberada para a corrente
sanguinea a partir do tumor primario ou dos locais de metastases (Sunderman, 1990). A
medida da atividade sérica da 5’-NT ndo ¢ um bom marcador para o diagndstico de
tumores, uma vez que o aumento na atividade desta enzima parece ser um denominador
comum em pacientes com cancer. Entretanto, este marcador pode ser util no
acompanhamento do tratamento e na detec¢do de recidiva da doenga, pois apds o
tratamento responsivo ocorre uma diminui¢ao na atividade da enzima, e isto € sugestivo de

inatividade do tumor (Lal et al., 1989). Além disso, a superexpressdao da 5’-nucleotidase I
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(cN-I) tem sido relacionada com a resisténcia aos analogos pirimidinicos (Hunsucker et al.,
2001).

Estudos in vitro em linhagens de gliomas demonstraram que estas células possuem
atividades especificas de hidrélise do ATP e ADP muito baixas e uma alta atividade da
enzima ecto-5’NT quando comparadas com astrocitos (Wink et al., 2003). Devido a agao
da ecto-nucleotideo pirofosfatase e ecto-5’NT, a adenosina foi identificada como o
principal produto de degrada¢dao do ATP nesta linhagem celular (Grobben et al., 1999).
Além disto, linhagens de gliomas humanos apresentam uma baixa expressdao das enzimas
da familia das ecto-NTPDases (Wink et al., 2003).

Considerando que os gliomas que secretam glutamato proliferam melhor in vivo
(Takano et al., 2001), possuem baixa atividade ATPésica (Wink et al., 2003) e proliferam
pela acdo do ATP em baixas concentragcdes (Morrone et al., 2003), a hipotese deste trabalho
¢ que os gliomas liberando varios neurotransmissores, entre eles glutamato e ATP
causariam citotoxicidade, que acarretaria na morte do tecido normal ao redor do tumor.
Como as células dos gliomas possuem baixa capacidade de hidrolisar o ATP, este
permaneceria acumulado ao redor do tumor, gerando os processos de gliose reativa,
apoptose e necrose, ocasionando mais morte neuronal e consequentemente maior liberagao
de glutamato e ATP. Deste modo o tumor poderia proliferar € ocupar o espaco provocado

pelo dano ocasionado pelo glutamato num processo de retroalimentagao positiva.
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2 OBJETIVOS

Objetivo Geral:

- Investigar os efeitos da degradacdao do ATP extracelular no crescimento dos gliomas.

Objetivos Especificos:

- Verificar o grau de citotoxicidade induzida pelo ATP extracelular em linhagens

celulares de gliomas comparado com células neuronais normais (Capitulo 1).

- Estudar o envolvimento do ATP extracelular no crescimento de gliomas em modelo

de implante de gliomas em SNC de ratos (Capitulo 2).

- Estudar a agdo de células de gliomas transfectadas com a enzima NTPDase 2/

CD39L1 no crescimento do tumor (Anexo do Capitulo 2).

- Avaliar a atividade de hidrélise dos nucleotideos ATP, ADP e AMP no soro de ratos

submetidos a um modelo de gliomas (Capitulo 3).
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3 CAPITULOS - ARTIGOS CIENTIFICOS

3.1 CAPITULO 1

INCREASED RESISTANCE OF GLIOMA CELL LINESTO

EXTRACELLULAR ATP CYTOTOXICITY

Artigo publicado na Journal of Neuro-Oncology
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Increased resistance of glioma cell lines to extracellular ATP cytotoxicity
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Summary

Glioblastomas are the most common form of primary tumors of the central nervous system (CNS) and despite
treatment, patients with these tumors have a very poor prognosis. ATP and other nucleotides and nucleosides are
very important signaling molecule in physiological and pathological conditions in the CNS. ATP is degraded very
slowly by gliomas when compared to astrocytes, potentially resulting in the accumulation of extracellular ATP
around gliomas. Cell lysis caused by excitotoxic death or by tumor resection may liberate intracellular ATP, a
known mitotic factor for glioma cells. The aim of this study is to examine the effects on cytotoxicity induced by
extracellular ATP in U138-MG human glioma cell line and C6 rat glioma cell line compared to hippocampal
organotypic cell cultures. The cytotoxicity of ATP (0.1, 0.5, 5 mM) was measured using propidium iodide and LDH
assays. Caspases assay was performed to identify apoptotic cell death. Results showed that the glioma cells present
resistance to death induced by ATP when compared with a normal tissue. High ATP concentrations (5 mM)
induced cell death after 24 h in organotypic cell cultures but not in glioma cell lines. Our data indicate that ATP
released in these situations can induce cell death of the normal tissue surrounding the tumor, potentially opening

space to the fast growth and invasion of the tumor.

Introduction

ATP is an important signaling molecule in the
peripheral and central nervous system in physiological
and pathological conditions [1] and its effect on cells is
mediated by metabotropic (P2Y) and ionotropic (P2X)
receptors [2,3]. Ectonucleotidases exert a strict regu-
latory control, which maintains the extracellular con-
centration of purines and pyrimidines at very low levels
in physiological conditions [4]. However, in some
pathological conditions, large amounts of intracellular
ATP can be released from damaged cells [5,6], which is
part of an important response mechanism to cell lyses
as is the case for astrocyte responses to injury in CNS,
in which several P2Y receptors are involved [7].

On the other hand, high concentrations of extracel-
lular ATP can induce cell death in different cell types,
including tymocites, hepatocytes, microglial and mi-
eloid cells [8—12]. In some cell types this cell death is by
necrosis and in other cells is mainly a caspase-depen-
dent apoptosis mediated by the opening of the P2X,
channel by concentrations of ATP in the mM range or
by lower concentrations of the specific agonist ben-
zoylbenzoylATP (BzATP) [8]. Studies in vivo described
that ATP neurotoxicity in the rat striatum is induced
by P2 receptors [13] more specifically the subtype P2X,
[8,14].

In addition, several studies have shown the
involvement of ATP in neuronal death. The extra-

cellular ATP released from cerebellar granules neu-
rons can cause excitotoxicity induced by high
concentration of glutamate and apoptotic death in-
duced by serum deprivation, which can be partially
inhibited by P2 receptors antagonists [15,16]. In turn,
in several neuronal populations excitotoxicity medi-
ated by ionotropic glutamate receptors modulates the
release of purines [17,18]. Moreover, in astrocytes
cultures, ATP also stimulates calcium-dependent glu-
tamate release [19].

Glioblastomas are the most common form of pri-
mary tumors of the brain [20] and despite treatment,
patients with these tumors have a very poor prognosis
[21]. Recently, studies from our laboratory have
showed that ATP is degraded very slowly by gliomas
when compared with astrocytes, potentially resulting
in the accumulation of extracellular ATP around gli-
oma tumors [22].

ATP can be liberated to the extracellular space by
the excitotoxic death of the normal host cells and by
the injury caused by tumor resection, which is the
mainstay of initial therapy for gliomas [23]. Since in
glioma cell lines nucleotides and nucleosides induce
proliferation [24], and ATP can mediate death in dis-
sociated primary cerebellar granule or striatal neurons
and in hippocampal organotypic cultures [25], the aim
of this study is to examine the degree of cytotoxicity
induced by extracellular ATP on gliomas cell lines in
comparison to normal tissue.
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Materials and methods

Compounds

Propidium iodide, BZATP and ATP, and all other
chemicals were obtained from Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, USA). Ac-DEVD-AMC (Ac-Asp-Glu-
Val-Asp-MCA) was obtained from Peptide Institute.

Cell culture

The U138-MG human glioma cell line and C6 rat
glioma cell line were obtained from American Type
Culture Collection (Rockville, Maryland, USA). Cells
were grown in culture flasks in Dulbecco’s Modified
Eagle’s medium (DMEM) with 15 and 5% fetal calf
serum (FCS) for U138 and C6 cell lines, respectively,
and seeded in 24-well plates at densities of 5 x 10°—
1 x 10* cells/well in 500 pl medium per well. Cells were
treated with ATP or BzATP for 24 h and death was
measured as described below.

Organotypic cell cultures

Organotypic hippocampal slice cultures were prepared
using the method described by Stoppini et al. [26].
Briefly, male Wistar rat pups (postnatal day 6-8) were
decapitated, the brain removed and the hippocampi
dissected out. Transverse sections of 400 pm were cut
with Mcllwain tissue chopper and separated in Hank’s
balanced salt solution (HBSS). Six slices were placed
on a Millicell-CM culture insert (Millipore®). The in-
serts were placed inside six well plates (Cell culture
Cluster, Costar®), each well contained one insert and
1 ml of culture medium. The plates were then placed in
an incubator at 36 °C, with a 5% CO, enriched
atmosphere. The culture medium consisted of MEM
(50%), horse serum (25%) and HBSS (25%). This basic
medium was supplemented with (mM, final concen-
tration): glucose 36; glutamine 2; HEPES 25 and
NaHCO; 4. Fungizone 1% and garamicine 36 pl/
100 ml were usually added to the medium. The pH was
adjusted to 7.3 with NaOH and immediately after, the
solution was filtered (Millex GS, Millipore®). Medium
was changed every 3 days and experiments were nor-
mally performed after 14 days in vitro.

Treatment and propidium iodide assay

Experimental slices organotypic cultures and glioma
cell lines were exposed to extracellular ATP (0.1, 0.5,
5 mM) and BzATP (0.1 mM) for different times up to
24 h in the simultaneous presence of propidium iodide
(6.4 uM for gliomas and 7.5 uM for organotypic cul-
tures). Control cultures were not treated with ATP or
BzATP. Propidium iodide fluorescence was excited at
515-560 nm using an inverted microscope (Nikon
Eclipse TE 300) fitted with a standard rhodamine filter.
Images were captured using a digital camera connected
to the microscope and analyzed using Scion Image
Software.

Caspase assay

To measure caspase activity, organotypic slices and
glioma cell lines (U138 and C6 cells) were washed in
PBS mg/ml: Na,HPO, 0.0004, NaCl 0.008, KCI
0.0002, pH 7.4 and then lysed on iced PBS and Triton
X-100 0.2%. The extract was centrifuged at 10,000 x g
for 5 min and supernatant was collected. For each
reaction, 30 pg of the sample was incubated with a
reaction buffer containing g/ml: sacarose 0.1, CHAPS
0.001, BSA 0.0001 and Hepes-NaOH 0.024, pH 7.5.
The substrate, Ac-DEVD-AMC (Peptide Institute),
had a final concentration of 0.02 mM. Caspases 3 and
7 cleaves the substrate between D and AMC, releasing
the fluorescent AMC, which can be quantified by
fluorimetry, using an excitation wavelength of 370 nm
and an emission wavelength of 460 nm. All measure-
ments were corrected for protein concentration. The
fluorescence intensity was calibrated with standard
concentrations of AMC, and the Caspase-3/7 activity
calculated from the slope of the recorder trace and
expressed in picomols per minute per mg of protein.

Lactate dehydrogenase (LDH) activity

Cell viability was evaluated by measuring the activity
of lactate dehydrogenase (LDH, EC1.1.1.27) according
to the procedure of Whitaker [27]. Briefly, after 24 h
treatment the cell culture medium was collected and
incubated with substrate mixture and LDH activity
was determined by enzymatic colorimetric reaction.
For additional comparison and to establish the limits
of the method some cells were freeze—thawed (F/T) to
obtain the control of 100% of cell death. Absorption
was measured at 490 nm.

Statistical analysis

All experiments were carried out at least three times in
triplicate or quadruplicate, and means = SEM are
presented. Data were analyzed by one-way analysis of
variance — ANOVA, followed by Tukey—Kramer test
and Dunnett test. P values <0.05 were taken to indi-
cate statistical significance.

Results

In this study we investigated the effects of extracellular
ATP in rat organotypic hippocampal slice cultures and
glioma cell lines in different concentrations and times
of treatment. High extracellular ATP concentrations
induced an intensive cell death in organotypic slice
cultures treated for 24 h. As shown in Figure 1, the
propidium iodide incorporation was significantly
higher in those cells treated with ATP at a concentra-
tion of S mM in comparison to control cells. The
percentage of cell death was around 60% of the total
area of the organotypic slices and the damage was
prevalently observed in the CAl area (data not
shown).
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Figure 1. Effects of extracellular ATP on organotypic hippocampal
slice cultures. Organotypic hippocampal cultures at 14 days were
exposed to high extracellular ATP concentrations (0.1, 0.5, 5 mM)
and BzATP (0.1 mM) for 24 h in the simultaneous presence of
propidium iodide (7.5 uM). Cellular death was analyzed by PI
incorporation that was visualized using a Nikon inverted micro-
scope. Data represents the means + SEM. #p < 0.001 as deter-
mined by ANOVA followed by Tukey—Kramer test.

It is well documented that ATP can induce cells
death via apoptosis [9,28] and necrosis [29] and it
seems that these effects can be mediated mainly via
P2X; [5,11,14]. In order to examine if this receptor is
involved in the death induced by ATP, we tested
BzATP, a potent agonist of the P2X receptor. BZATP,
at a concentration of 0.1 mM, did not increase signif-
icantly propidium iodide incorporation in organotypic
cultures after 24 h treatment (Figure 1).

In order to investigate whether glioma cells react
differently to extracellular ATP, U138-MG human and
C6 rat glioma cell lines were submitted to the same
treatment as organotypic cultures. Figure 2 shows the
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Figure 2. Effects of extracellular ATP on glioma cell lines. C6 rat cell
line (A) and U138 human cell line (B) were treated as in Figure 1.
Cell death is expressed by the percentage of positive cells for propi-
dium iodide (6.4 uM) in relation to the total number of cells. Data
represents the means = SEM.
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time-course of propidium iodide incorporation of gli-
oma cell lines in culture incubated with ATP (0.1-
5 mM) and the analogue BzATP (0.1 mM). On the
contrary to organotypic cultures, glioma cell lines
presented a clear resistance to cell death induced by
extracellular ATP. Both cell lines were resistant to the
treatments for 24 h, with a cell death that did not
surpass 20% when compared with control samples.

The resistance to cell death presented by glioma cell
lines to extracellular ATP was confirmed by measuring
the release of LDH activity to the extracellular med-
ium. As observed in Figure 3, the treatments with ATP
(0.1-5 mM) and BzATP (0.1 mM) did not increase the
LDH activity in the culture supernatants of both gli-
oma cell lines after 24 h of treatment in relation to
control cells. In agreement with the propidium iodide
incorporation (Figure 2) these results show that the
exposure of glioma cells to extracellular ATP causes an
extracellular release of cytosolic LDH, which is about
20% of the total release induced by freeze—thaw of the
cells.

Considering that cysteine—aspartate proteases
(caspases) activity is a hallmark of apoptotic cell death
[30], the organotypic cultures and glioma cells were
treated with the ATP (5§ mM) and BzATP (0.1 mM)
for 24 h and caspases 3 and 7 assay was performed.
There was a significant increase in caspases 3/7 activ-
ities after the treatment with 5 mM ATP in hippo-
campal organotypic cultures and a smaller activation
in cultures treated with the analogue BzATP
(Figure 4). The treatment with the same concentra-
tions of ATP and BzATP, in rat glioma cell line C6 and
human glioma U138, did not activate significantly
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Figure 3. Lactic dehydrogenase (LDH) release. C6 (a) and U138 (b)
cell death was quantified by measuring LDH release from damaged
cells after 24 h treatment with ATP (at concentrations indicated) and
Benzoyl-ATP (0.1 mM). For comparison, the cells were freeze—
thawed (F/T) to obtain the control of 100% of cell death. Data
represents means = SEM of normalized optical densities of three
independent experiments.
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Figure 4. Caspases 3/7 activity in organotypic hippocampal slice
cultures (a) and glioma cell lines (b). Cells were treated with ATP
(5 mM) and BzATP (0.1 mM) for 24 h and caspases 3/7 activities
were determined by fluorescence intensity examination. Data repre-
sents the means + SEM. ~P < 0.01 as determined by ANOVA
followed by Dunnett test.

caspases 3/7 (Figure 4), confirming the resistance to
gliomas to extracellular ATP-induced apoptotic cell
death.

Discussion

Here we have studied the effect of high extracellular
ATP concentrations in two glioma cell lines (U138-MG
and C6) and compared to rat organotypic hippocampal
slice cultures. As detected by propidium iodide incor-
poration, glioma cells presented resistance to death
induced by ATP at different concentrations, while
exposure of organotypic cultures for 24 h to extracel-
lular ATP induced cell death of around 60%, confirm-
ing, in this way, the sensitivity to ATP-evoked toxicity
previously reported in normal neuronal tissue [25].

In the present work, we also observed that in orga-
notypic cultures, the cytotoxic effect of P2X; analogue
BzATP was smaller than that induced by ATP sug-
gesting the involvement of receptors other than P2X,
in the neuronal death evoked by extracellular ATP, as
suggested by Amadio et al. [25].

The main finding of the present study is that the cell
death induced by high concentrations of extracellular
ATP found in organotypic cultures was not observed
in the two gliomas cell lines (Figure 2). Solid tumor
such as a glioma normally present clonal origin with an
early loss or mutation of genes such as p53 and PTEN
found in all cells of a tumor, with some variability due
to its chromosomal instability [31,32]. Cell lines have

similar mutations, and the process of growing the cell
in culture probably adds some variability. This simi-
larity makes cancer cell lines a good model for several
aspects of cancer biology [33]. Therefore, the progres-
sion of a tumor is a process which involves the growth
of one cell type, mimicked by the cell line, against a
tissue, mimicked here by the organotypic culture, a
widely used preparation which reproduces several
pathophysiological properties of the neural tissue
[25,26,31].

ATP is known to be released in the extracellular
milieu of the CNS, both in physiological and patho-
logical conditions [5,6,25,34]. The two main mecha-
nisms that can liberate ATP to the extracellular space
around the brain tumors are the excitotoxic death of
the normal host cells, and the injury caused by the
surgical tumor resection. Considering the internal
concentration of ATP, which is from 5 to 10 mM in
most cells [8], cell death potentially elevates the extra-
cellular concentration of ATP to milimolar levels,
similar to the concentration that induced cell death in
organotypic cultures. We recently showed that differ-
ent glioma cell lines have low rates of extracellular
ATP hydrolysis [22] in contrary to astrocytes, and the
astrocytic resistance to cell death induced by ATP
could be due to, at least in part, its high rate of ATP
hydrolysis in physiological conditions.

In the gliomas, because of its low rate of ATP
hydrolysis, the resistance to ATP-induced death has to
be at the level or downstream of purinergic receptors.
One candidate of this downstream effect could be
PTEN, which is deleted in a large fraction of gliomas,
including the gliomas used in the present work, and
which dephosphorylates phosphatidylinositol phos-
phates, reverting the effect of PI3K activation and
leading to a suppression of the well established anti-
apoptotic PI3K/Akt pathway [35]. A smaller activation
of caspase activities seen in gliomas when compared to
organotypic cultures indicates that the former presents
resistant mechanism to ATP-induced apoptosis, not
present in the latter.

Accordingly, it is well known that glutamate ex-
citotoxicity is involved in numerous CNS disorders,
and glutamate secreting glioma cells have a significant
growth advantage [36,37]. Glutamate can induce ATP
release from astrocytes [38] and in neuronal population
excitotoxicity mediated by ionotropic glutamate
receptors can modulate purine release [18], producing a
positive feedback able to burst the tumor growth.

Considering that glioblastomas induce necrosis and
consequent gliosis-like features [23] and that the cur-
rent therapeutical strategies for gliomas are also strong
gliosis inducers [23,39], it is reasonable to propose that
the increased concentration of ATP in gliotic lesions
could promote glioma proliferation and invasion by
both inducing proliferation of the glioma cells [24] as
well as opening space due to the death of healthy tissue
that comes into contact with the glioma. A very
important part of this process is the immunity of gli-
omas to the toxicity of ATP, as shown here. It is
important to emphasize the positive feedback nature of
this process, which could be responsible, at least in



part, for the fast growth and invasion usually pre-
sented by glioma tumors.

In conclusion, our study shows that glioma cells
presented a clear resistance to death induced by cyto-
toxic concentrations of ATP when compared with
normal brain tissue. Taken together with their inability
to metabolize extracellular ATP, it seems probable that
we identified a novel and important mechanism asso-
ciated with malignance of these tumors. The inhibition
of ATP release by gliomas or the blockade of ATP
receptors will serve as an alternative strategy in the
management of patients with malignant gliomas.
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Abstract

ATP is an important signaling molecule on the peripheral and central nervous system
(CNS). Both glioma growth and tumor resection induces cell death thus liberating
nucleotides to the extracellular medium. Nucleotides are hydrolyzed very slowly by
gliomas when compared with astrocytes and induce neuronal cell death and glioma
proliferation. The objective of the present work was to test the involvement of extracellular
ATP on glioblastoma growth in a rat glioma model. In order to deplete the extracellular
ATP around gliomas, the enzyme apyrase was co-injected with gliomas implanted in the
rats CNS. Our results showed that effectively C6 cells have a low expression of the all
NTPDases investigated in comparison with normal astrocytes. The rats that suffered co-
injection of apyrase had a significant reduction of the tumor size (p<0,05) in comparison
with the control groups. We also observed the reduction of the mitotic index as well as a
smaller immunodetection of Ki67, vascular endothelial growth factor (VEGF) and CD31 on
the rats treated with apyrase. These results indicate that extracellular ATP can have
effectively an important role on glioma expansion.

Key words: Extracelular ATP, tumor growth, glioma, apyrase
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Introduction

Gliomas are a type of primary brain tumor that display an extensive invasive
behavior, but do not metastasize. The growth and invasiveness into the surrounding normal
brain tissue makes gliomas a major challenge for clinical intervention (Laws and Shaffrey
1999; Holland 2001; Grobben et al. 2002). Therefore, the elucidation of the mechanisms
involved in tumor growth, invasion and angiogenesis could aid in the treatment of these
tumors.

The invasive cellular behavior of malignant gliomas is determined by receptor
mediated cell-substratum contacts and cell-cell interaction, as well as cellular locomotion
(Kaczarek et al. 1999). Clues to the invasion process have been ascertained through
clarification of the key roles played by the extracellular matrix (ECM), cell-adhesion
molecules and matrix degrading proteases (Chintala et al. 1999).

Among other elements, vascular endothelial growth factor (VEGF) is one of the
most prominent angiogenic growth factors. In fact, it has been shown that VEGF is secreted
by the C6 rat glioma cell line (Plate et al. 1993). This growth factor is produced by almost
all solid tumors and its receptors are highly expressed on vascular endothelial cells and,
predominantly, in vessels in the proximity of the tumor (Schaper and Buschmann 1999).
Moreover, some other systems may be involved in the growth and invasion of the gliomas.
Glutamate secreting glioma cells demonstrate a growth advantage and glioma cells release
excitotoxic concentrations of glutamate, thus killing neurons close to the tumor border and
opening space for tumor growth (Ye and Sontheimer 1999; Takano et al. 2001, Eyupoglu et

al. 2005).
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Another important signaling molecule that may be involved in glioma development
is ATP (Ralevic and Burnstock 1998). In glioma C6 cells, ATP can bind and activate
P2Y2, whereas its degradation product, ADP, activate P2Y1 and P2Y 12 receptors (Sabala
et al. 2001; Czajkowski et al. 2002, 2004; Baranska et al. 2004).

In previous studies, we showed the involvement of the purinergic system in glioma
proliferation in different cell types (Morrone et al. 2003) and that glioma cells present a
clear resistance to death induced by cytotoxic concentrations of ATP when compared with
normal brain tissue (Morrone et al. 2005). Taken together with its inability to metabolize
extracellular ATP (Wink et al. 2003), the purinergic system may form part of a novel and
important mechanism associated with the malignance of these tumors.

ATP may be liberated into the extracellular space by the excitotoxic death of the
normal host cells and by the injury caused by tumor resection, which is the mainstay of
initial therapy for gliomas (Neary et al. 2005). In glioma cell lines, nucleotides and
nucleosides induce proliferation (Morrone et al. 2003), and ATP can mediate death in
dissociated primary cerebellar granules or striatal neurons and in hippocampal organotypic
cultures (Amadio et al. 2002). Thus, we hypothesize that ATP liberated under these
conditions may, besides inducing proliferation of the glioma itself, induce the cell death of
normal tissue and, consequently, increase the interstitial space around the malignant
glioma. The indirect autocrine nature of this process should be noted; the tumor induces,
through the death of normal cells, the release of more ATP that stimulates its own
multiplication and, as a consequence, the cell death of other cells opening space to be

occupied by tumor cells and liberating more ATP to continue the invasive process.

47



To test this hypothesis, we examined the effect of co-injection of apyrase, an ATP
depleting enzyme, in a C6 rat glioma experimental model, which has been extensively used

to test antitumoral interventions.

Material and methods

Cell culture
The C6 rat glioma cell line was obtained from the American Type Culture

Collection (Rockville, Maryland, U.S.A.). Cells were grown in culture flasks in Dulbecco’s

Modified Eagle’s medium (DMEM) with 5% fetal calf serum (FCS) (Cultilab, Brazil).

Glioma implantation

Rat C6 glioma cells at around 70% confluency were trypsinized, washed once in
DMEM/15% serum, spun down and ressuspended in DMEM. A total of one million cells in
a volume of 3ul were injected at a depth of 6.0 mm in the right striata (coordinates with
regard to bregma: 0.5 mm posterior and 3.0 mm lateral) of anesthetized male Wistar rats,
250-270 g (Takano et al. 2001). After 20 days, the rats were decapitated and the entire brain
was removed, sectioned and fixed with 10% paraformaldehyde.

All the procedures were approved by the Ethical Committee of the Hospital de

Clinicas de Porto Alegre.
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Treatment with temozolomide
Ten days post-implantation, the rats were treated with 5 mg/Kg/day (i.p.) of
temozolomide or DMSO (control group of temozolomide) during 5 consecutive days. The

drug was dissolved in DMSO at a final concentration of 10% (Patel et al. 2000).

Co-injection of apyrase with C6 cells

Just before the injection, an apyrase (VII grade) (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO, USA) solution containing 2 U/ml was prepared in a C6 cell suspension in DMEM.
The ATPase and ADPase activities of apyrase were measured as previously described
(Wink et al., 2003); as expected, boiled apyrase did not present any activity. This
preparation, containing C6 cells and apyrase, was injected in 3 ul. An additional pulse of 3
ul apyrase in DMEM was given within 1 min of the first injection. As a control group,
apyrase was denatured by boiling for five minutes and was then injected together with a C6
cell suspension using the same protocol described above. The enzyme activity of the
injected apyrase was controlled by measuring the hydrolysis of ATP and ADP in an
incubation medium containing 50 mM Tris.HCI, pH 7.5 and 1.5 mM CaCl, and ATP or
ADRP as substrates to a final concentration of 1 mM, at 37°C. The reaction was stopped by
the addition of 0.2 ml of 10% TCA. The amount of inorganic phosphate liberated was

measured by the malachite green method (Chan et al. 1986).

Pathological analysis and tumor volume quantification

At least three hematoxylin and eosin (H&E) sections (4 um thick, paraffin

embedded) of each tumor were analyzed by two independent pathologists, blinded for the
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experimental data. For tumor size quantification, images were captured using a digital
camera connected to the microscope and analyzed using Image Tool Software™. The total
volume (mm?®) of the tumor was computed by summing the segmented areas and by the

multiplication of the slice resolution.

Immunohistochemical stainings

Paraffin embedded, 5-mm formalin fixed tissue sections were mounted on
microscope slides. Tissue sections were then dried overnight at 60 °C, dewaxed in xylene
and rehydrated with distilled water. Endogenous peroxidase was inhibited by 1% H,0O, in
methanol for 10 min. Incubation with the following antibodies was performed overnight at
room temperature: anti-Ki67 (1:20) (Dako, USA) and anti-VEGF (1:400) (Dako, USA),
followed by incubation with secondary antibody and Streptavidin-Avidin-Biotin (Kit Lsab,
Dako, USA). The peroxidase reaction was performed using 3,3’diaminobenzidine
tetrahydrochloride (DAB), according to the manufacturer’s specifications. Finally, sections
were counterstained with Harris haematoxylin. Glioma cell proliferation was assessed by
counting the percentage of Ki67 positive glioma cell nuclei in five independent high-
magnification (x200) fields per animal. Sections of rat spleen were used as positive
controls. To evaluate microvessel density, we used anti-CD31 mAb (BD PharMingen,
USA). The glioma sample specimens were snap frozen in liquid nitrogen and cut into 4 um
sections. Frozen tissue was fixed in cold acetone (-20°C). Subsequently, serial sections

were stained with anti-CD31 mAb (1:30). The reaction was developed as described above.
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The number of positive vessels/microscopic field (x200) was counted. All samples were

read blindly by two independent readers, and the mean of their scores is presented.

Real time PCR analysis

Total RNA from cortical rat astrocytes or C6 glioma cells was isolated from
confluent cultures with RNA Mini Kit (Qiagen) in accordance with the manufacturer’s
instructions. The cDNA species were synthesized with SuperScript 1l (Life Technologies)
from 5 pug of total RNA in a total volume of 20 ul with both oligo (dT) primer and random
hexamers in accordance with the manufacturer’s instructions. SYRB Green I-based real-
time PCR was carried out using the MJ Research DNA Engine OpticonTM Continuous
Fluorescence Detection System (MJ Research Inc., Walthan, MA), as described previously
(Zerbini et al. 2003). All PCR mixtures contained: PCR buffer (final concentration: 10 mM
Tris-HCI (pH 9.0), 50 mM KCI, 2 mM MgCl,, and 0.1% Triton X-100), 250 uM deoxy-
NTP (Roche), 0.5 uM of each PCR primer, 0.5x SYBR Green | (Molecular Probes), 5%
DMSO, and 1U tag DNA polymerase (Promega, Madison, WI) with 2 ul cDNA in a 25 pl
final volume reaction mix. The samples were loaded into wells of Low Profile 96-well
microplates. After an initial denaturation step for 1 min at 94°C, conditions for cycling
were 35 cycles of 30 sec at 94°C, 30 sec at 56°C, 1 min at 72°C. The fluorescence signal
was measured right after incubation for 5 sec at 79°C following the extension step, which
eliminates possible primer dimer detection. At the end of the PCR cycles, a melting curve
was generated to identify specificity of the PCR product. For each run, serial dilutions of
human GAPDH plasmids were used as standards for quantitative measurement of the

amount of amplified DNA. In addition, for normalization of each sample, hGAPDH
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primers were used to measure the amount of hGAPDH cDNA. All samples were run in
triplicate and the data were presented as a ratio of enzymes/GAPDH. The set of primers
used for NTPDasel (CD39), NTPDase2 (CD39L1), NTPDase3 (CD39L3), NTPDase5
(CD39L4) and NTPDase6 (CD39L2) were as described in Vollmayer et al. (2001).
Oligonucleotides were obtained from Invitrogen. Negative controls were performed with
water as template and positive controls were plasmids with cDNA sequences for mouse

NTPDasel, rat NTPDase2, and human NTPDase3, NTPDase5 and NTPDase6.

Statistical analysis
Data were analyzed by one-way analysis of variance - ANOVA, followed by
Tukey-Kramer test. P values < 0.05 were taken to indicate statistical significance and

means + SEM are presented.

Results

In the present study we tested the effect of the apyrase enzyme on the growth of
glioma cells in vivo. Since glutamate uptake is an important feature in the growth of
gliomas (Takano et al. 2001), experiments were performed to determine [*H] glutamate
uptake in these cells. The C6 gliomas used in this study were shown to have virtually no
glutamate uptake when compared to astrocytes (data not shown).

We have previously shown that C6 gliomas, a cell line that was originated from N-
nitrosomethylurea-treated rats, exhibited almost undetectable ATP and ADP-degrading
activity; however, our results did not allow the identification of which NTPDase family

members are expressed by these cells (Wink et al. 2003). To investigate which of the ecto-
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NTPDases are present in the C6 glioma cell line, total RNA was isolated from cultured
glioma cells and the cDNA was analyzed by Real Time-PCR with primers for the NTPDase
family. Figure 1 shows that C6 cells effectively have a low expression of all NTPDases
investigated, in comparison with normal astrocytes. We, therefore, chose the purified
apyrase, which hydrolyzes ATP and ADP at a similar rate to test our hypothesis of the ATP
participation in the process of glioma invasion in host brain.

The implanted tumors have characteristics that are closer to those of human
glioblastomas with the C6 cells growing in the intracerebral, intraventricular and
intraparenchymal spaces (data not shown). Haematoxylin and eosin examination showed
that the implanted tumor has a high mitotic index, nuclear pleomorphism, foci of tumor
necrosis, intratumoral hemorrhage and parenchymal invasion (Table 1). In some cases,
pathological analysis identified pallisading cells delineating the foci of necrosis and
lymphocytic infiltration, with the occasional formation of edema fluid and
neovascularization, which are characteristics of glioblastoma multiforme in humans (Table
1) (Fig. 4a and 4c).

In order to analyze whether the tumors implanted into host brain were responsive to
drugs that are clinically used to treat gliomas and to validate our model, the rats were
treated with the alkylating agent, temozolomide (Newlands et al. 2003). In fact, tumor size
analysis showed that the rats treated with temozolomide presented a significant reduction in
tumor size when compared with the control groups (Fig. 2). In addition, rats treated with
temozolomide survive significantly longer than their respective controls, demonstrating a
relative benefit of 100% in the rats’ survival, that means, at the time that 100% of control

animals died, all animals from the treated group were still alive (data not shown).
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Confirming the purinergic hypothesis of glioma growth, the results presented in
Figure 3 show that the rats with implanted glioma co-injected with apyrase had a significant
reduction in the tumor size (p<0.05) in comparison with the rats injected only with gliomas
or with gliomas plus inactivated apyrase, indicating that it is not the presence of the
polypeptide, but the enzymatic activity that is responsible for the effect of apyrase.
Additionally, incubation of the cells in culture with apyrase did not affect glioma growth or
survival, indicating that apyrase did not reduce the viability of the injected cells.

According to the pathological analysis, the malignant gliomas induced by C6
injection and co-injected with apyrase presented a significant reduction in the mitotic index
and other histological characteristics that indicate a less invasive/proliferative tumor (Table
1). Less lymphocytic infiltration and peritumoral edema were observed as well as the
absence of pseudopalisading necrosis (Fig. 4b and 4d). Reduction of proliferation induced
by apyrase co-injection was confirmed by counting the percentage of Ki67 positive glioma
cell nuclei (Table 2) (Fig. 5a and 5b).

Since tumor growth is dependent on the ability to induce angiogenesis, we
performed immunohistochemical experiments with CD31. According to counts with CD31,
vessel density and neoformation was higher in the C6 group 20 days after implantation, in
comparison with the group treated with apyrase (Fig. 5¢ and 5d) (Table 2). Confirming this
observation, rats treated with apyrase presented less VEGF staining in comparison to the

control group (glioma alone) (Fig. 5e and 5f).

Discussion
In the present study, we investigated the effect of the co-injection of the enzyme

apyrase with implanted C6 gliomas cells. It is well known that in vitro assays for growth
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and invasion only represent isolated aspects of the multi-cascade process of the in vivo
tumor growth (Kaczarek et al. 1999). For this reason, we decided to use an in vivo glioma
model that, despite its limitations, is useful for the study of growth, angiogenesis and
invasion of gliomas (Grobben et al. 2002).

Extracelular ATP could be hydrolyzed by the action of a cascade of enzymes, which
includes the family of E-NTPDases: NTPDasel (CD39), NTPDase2 (CD39L1),
NTPDase3 (CD39L3), NTPDase5 (CD39L4) and NTPDase6 (CD39L2) (Zimmermann,
2001) and the more recently described NTPDase7 and NTPDase8 (Shi, et al. 2001,
Bigonnesse et al. 2004). Some of these enzymes have been related with different tumors
(Dzhandzugazyan et al. 1988; Knowles 1988a; 1988b) and recent studies demonstrated that
NTPDase5 (CD39L4) is a proto-oncogene PCPH, which is involved in tumor growth (Paez
et al. 2001). According to our results, the C6 cells present a very low expression of the
NTPDasel (CD39), NTPDase2 (CD39L1) and NTPDase3, the three main enzymes
involved in the cell surface ATP degradation when compared to astrocytes. This
observation, together with our previous results showing that nucleotides and nucleosides
induce glioma proliferation and are cytotoxic to neuronal tissue, lead us to hypothesize that
the re-establishment of NTPDase expression may reduce glioma growth. Purified apyrase is
an enzyme widely used to deplete ATP and hydrolyzes ATP and ADP at the same rate as
NTPDasel (Heine et al. 1999). Therefore, the apyrase may be regulating the extracellular
nucleotide concentration and, thus, modulate their biological effects when activated by P2Y
and P2X receptors.

Our experiments demonstrate that the co-injection of apyrase significantly
diminished the growth of implanted gliomas in rats after twenty days of tumor induction.

Furthermore, pathological analysis demonstrated the lack of some important malignant
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characteristics, typical of the glioblastomas, in the tumors co-injected with apyrase (Table
1). Among these, of note is the reduction of the mitotic index in the rats treated with
apyrase, indicating that ATP has an important role in glioma proliferation in vivo. The
participation of ADP in this process should not be excluded since this nucleotide can bind
to P2 receptors and is potentially hydrolyzed by the injected apyrase.

As mentioned above, angiogenesis is an extremely important process for sustained
tumor growth. Studies have demonstrated that C6 cells secrete VEGF (Auguste et al. 2001).
Since invasive properties are largely dependent on the presence of new vessels, CD31 was
studied and demonstrated a greater staining in the samples from rats implanted with the C6
cells in relation to those co-injected with apyrase (Fig. 5¢c and 5d). This result was
confirmed by the stronger VEGF staining in rats implanted with glioma, when compared
with the apyrase group (Fig. 5e and 5f). These results clearly indicate that microvascular
proliferation is decreased in tumors treated with apyrase in relation to the control group,
with a consequent decrease in the blood flow in tumor areas with high cell proliferation.
The insufficient vascular supply may become the limiting factor for tumor growth (Schaper
and Buschmann 1999).

In conclusion, the data presented herein clearly show that the presence of an ATP-
depleting enzyme at the moment of glioma implantation causes a significant decrease in the
growth, angiogenesis and proliferation index. The exact mechanisms to explain these
observations remain under evaluation, however, the participation of ATP and the ecto-
nucleotidases may be associated with the development of this type of brain tumor in an in

vivo glioma model.
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Figure legends

Figure 1. Comparison of NTPDase family expression in rat cortical astrocytes and rat
C6 gliomas by quantitative real-time RT-PCR analysis. The expression of NTPDase
members in astrocytes and C6 gliomas was quantitatively analyzed by real-time PCR as
described in material and methods. C6: rat glioma cell line. Astr: cortical rat astrocytes.

The results are presented as a ratio of cDNA enzymes/GAPDH.

Figure 2. Tumor size in treated gliomas.  Tumor size was measured 20 d after
implantation of C6 cells. Rats were treated with temozolomide and 10% DMSO (n=5).
Data are the means + SEM. #p<0.001; **p<0.01; *p<0.05 for comparison versus control, as

determined by ANOVA, followed by Tukey-Krammer test.

Figure 3. Tumor size in rats co-injected with apyrase. Tumor size was measured 20 d
after implantation of glioma in the different groups (n=6). Glioma: rats implanted with C6
cells. Control Apyrase: apyrase was denatured by boiling and co-injecting with the glioma
cells. Apyrase: the enzyme apyrase (2U) was co-injected with the glioma cells. Mean *

S.E.M. Statistics as in Figure 2.

Figure 4. The sections of implanted rat glioma were stained with haematoxylin and

eosin (H&E). Histological characteristics that define glioblastoma multiform as seen in rats

implanted with gliomas (a,c) and in rats co-injected with apyrase (b,d). Necrosis (N) and
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microvascular proliferation (V), giant cell formation and nuclear pleomorphism (arrow).
Scale bars = 100 um (a,b); 20um (c,d).

Figure 5. Immunohistochemical stainings of gliomas. Glioma cell proliferation was
assessed by immunostaining for Ki67 positive glioma cell nuclei (arrows) in rats implanted
with gliomas (a) and in rats co-injected with apyrase (b). The sections were immunostained
for CD31 (c,d) and VEGF (e,f), demonstrating the density vessels (arrows) in rats

implanted with gliomas (c,e) and in rats co-injected with apyrase (d,f). Scale bars = 20um.
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig.4
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Table 1. Characteristics of intracerebral gliomas and apyrase treated gliomas

Glioma Glioma + Apyrase
(n=9) (n=8)
Coagulative necrosis 5/9 0/8
Intratumoral Hemorrhage 2/9 1/8
Lymphocytic 8/9 5/8
infiltration
Peritumoral edema 5/9 1/8
Peripheric pseudopalisading 3/9 0/8
Mitotic index: mitosis/HPF 145+4.7 8.4 +29*

*P<0.05, Students t-Test
HPF — high power field



Table 2. Immunohistochemical analysis of Ki67 and CD31 in rats implanted glioma

Glioma Glioma + Apyrase
Ki67 # 48.7+2.3 11.6 £7.9**
(n=5)
CD31* 96 +£22.6 375+35
(n=2)

# % of positive cells. Data are the means £ SEM
* Data are the means = SEM for the number of vessels
**p<0.01, Students t-test.
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3.2.1 ANEXO 1

STUDY OF OVEREXPRESSION OF RECOMBINANT E-NTPDASE?2

IN GLIOMA MODEL IN VIVO
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INTRODUCTION

The ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolases (E-NTPDases) are
members of CD39 family, enzymes that control the levels of extracellular nucleotides,
thereby modulating purinergically controlled physiological processes. Six of the eight
known NTPDases are membrane-bound enzymes; only NTPDase5 and 6 can be
released as soluble enzymes. Glioma cells have a low expression of the all NTPDases
investigated in comparison with normal astrocytes.

Nucleotides and nucleosides induce glioma proliferation and additionally
gliomas are insensitive to citotoxic effect of ATP. Since previous results showed that
rats with implanted glioma and co-injected with apyrase had a significant reduction of
the tumor size, we hypothesize that the scavenger of ATP by the re-establishment of
NTPDase expression would alter glioma size.

The aim of this study is to verify if the overexpression of the NTPDase 2 on

glioma cells affects tumor growth in glioma model in rat.
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MATERIAL AND METHODS

Materials

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) and fungizone were purchased
from Gibco BRL; fetal calf serum (FCS) was from Cultilab (Brazil). Hepes,
streptomycin, penicillin G, Trizma base and EDTA were obtained from Sigma

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

Cell culture

C6 rat glioma cell line was obtained from American Type Culture Collection
(Rockville, Maryland, U.S.A.). Cells were grown in culture flasks in Dulbecco’s

Modified Eagle’s medium (DMEM) with 5% fetal calf serum (FCS).

NTPDase2 / CD39 L1 stable Transfection
C6 cells were transfected with EYFP-NTPDase2 vector (EYFP from Clontech)

with FUGENE (Roche) using optimen mediun (Gibco) according with manufacture
instructions. Cells expressing NTPDase2 were selected with G418 (Gibco) (1mg/ml)
and transfection efficiency was confirmed by fluorescence as well ATPase activity on

cells surface.

Glioma implantation

Rat C6 glioma cells at around 70% confluency were trypsinized, washed once in
DMEM/5% serum and ressuspended in DMEM. A total of one million cells in a volume

of 3ul were injected at a depth of 6.0 mm in the right striata (coordinates with regard to
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bregma: 0.5 mm posterior and 3.0 mm lateral) of anesthetized male Wistar rats, 250-270
g (Takano et al., 2001).
All the procedures were approved by the Ethical Committee of the Hospital de

Clinicas de Porto Alegre.

Rat brain fixation and histopathology

After 20 days, the rats were decapitated and the whole brain was removed
sectioned and fixed with 10% paraformaldehyde, then transferred to 70% ethanol. Rat
brains were processed on a Tissue-Tek VIP (Sakura) and embedded in paraffin. Brains
were sectioned at 4-mm thickness and stained with hematoxylin and eosin (H&E) as per

standard histopathological technique.

Pathological analysis and tumor volume quantification

At least three hematoxylin and eosin (H&E) sections of each tumor were
analyzed by two independent pathologists, blinded for the experimental data. For tumor
size quantification, images were captured using a digital camera connected to the
microscope and analyzed using Image Tool Software. The total volume (mm°) of the
tumor was computed by summing the segmented areas and by the multiplication of the

slice resolution.

Statistical analysis
Data were analyzed by one-way analysis of variance A-NOVA, followed by
Tukey-Kramer test. P values < 0.05 were taken to indicate statistical significance and

means + SEM are presented.
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DISCUSSION AND CONCLUSION

The results showed that the rats whose implanted glioma cells were transfected
with the ATP degrading enzyme, NTPDase 2 (CD39L1) had a significant increase of
the tumor size (p<0.05) in comparison with the control groups (Figure 1). High
magnification sections of gliomas showed a highly cellular mass below the injection site
in rats injected with NTPDase2 transfectants (Figure 2A and B). The same feature was
observed in the pathological analysis, which showed a large necrosis zone in the tumor
center of rats implanted with NTPDase2 transfected glioma cells (Figure 3B) in
comparison to the glioma group (control) (Figure 3A).

Since the NTPDase 2 selectively hydrolyzes nucleoside triphosphates to their
corresponding diphosphates, the formation of ADP and its interaction to P2 receptors
could be an important mechanism of brain tumors development.

Our data showed that the overexpression of NTPDase 2 causes a significant
increase in the glioma size indicating the involvement of extracellular nucleotides

degradation on the growth of gliomas in vivo.

75



Acknowledgments

We thank Neiva Copetti and Jorge A Lopes for the excellent technical assistance.
We are also grateful to Dr. Simon C. Robson. This work was supported by grants from the
Brazilian agencies: Conselho de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPg-Brasil),

Fundacao de Amparo a Pesquisa do Rio Grande do Sul (FAPERGS) and Fundo de

Incentivo a Pesquisa e Eventos (HCPOA).

76



LEGENDS

Figure 1. Tumor size analysis in rats implanted with NTPDase2 transfected
glioma cells. Tumor size was measured 20 d after implantation of glioma in the
different groups (n=6). Glioma: rats implanted with C6 cells. Control Vector: glioma
cells transfected with EYFP vector. L1 Transfectants: C6 glioma cells transfected with
EYFP-NTPDase2. Data are the means = SEM. *p<0.05 for comparison versus the

controls, as determined by A-NOVA, followed by Tukey-Krammer test.

Figure 2. Cross-sectional images are shown of rats glioblastoma multiform.
Representative tumors from rats implanted with C6 (A) or EYFP-NTPDase2
transfected (B) glioma cells. High magnification sections of glioblastoma show a highly

cellular mass below the injection site (arrows).

Figure 3. Histological sections of the implanted rats glioma. The sections were
stained with hematoxylin and eosine (H&E). Arrows indicate the location of tumors.
Histological characteristics that define GBM as seen in the rat model: pseudopalisading
necrosis and giant cell formation. (A) Rats implanted with glioma C6 cells or (B) with

EYPF-NTPDase?2 transfected glioma cells. Original magnification 100x.
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3.3 CAPITULO 3

EVALUATION OF ADENINE NUCLEOTIDE HYDROLYSIS IN
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ABSTRACT

Adenine nucleotides (ATP, ADP and AMP), and also adenosine, have many important
functions in the physiological and pathological conditions of a variety of organisms.
The measurement of the enzymatic hydrolysis of these nucleotides in blood serum may
be an auxiliary tool in the identification of cellular damage in many pathological
conditions. The aim of this study is to evaluate the hydrolysis of the nucleotides, ATP,
ADP and AMP, in the blood serum of rats implanted with gliomas. C6 glioma cells
were injected in the right striatum of 60 day-old Wistar rats and, twenty days after
induction of gliomas, blood serum samples were prepared for the measurement of
nucleotide hydrolysis. The rats that underwent glioma induction demonstrated a
significant increase in blood serum hydrolysis of ATP, ADP and AMP when compared
with the respective controls. Treatment with temozolomide and with 10% dimethyl
sulfoxide decreased nucleotide hydrolysis. None of the animals included in this study
presented significant alterations in the activities of the enzymes alanine
aminotransferase, aspartate aminotransferase and alkaline phosphatase. The
identification of these soluble enzymes may contribute to our understanding of the

regulation of purinergic signaling in the blood of patients with brain tumors.

Key-words: glioma; rat blood serum; ATPase; ADPase; AMPase; hydrolysis
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INTRODUCTION

Purines and pyrimidines (ATP, ADP, adenosine and UTP) have specific
extracellular signaling actions involved in the regulation of a variety of functions and
appear to have a key role in the development, proliferation and differentiation of cells
[1]. In addition to other biological processes, extracellular ATP participates in muscular
contraction, cardiac and platelet function, in the immune response and, in high
concentrations, may be cytotoxic [2,3,4,5]. Whilst ADP causes platelet aggregation,
adenosine can cause vasodilatation, inhibition of platelet aggregation, reduction of heart
rate and contractility [6,7]. Adenosine also inhibits renin liberation, decreases the
glomerular filtration rate and presents neuromodulator effects [8]. Therefore, the
extracellular hydrolysis of nucleotides, producing adenosine, may be considered to be a
very important event [9].

The level of exogenous ATP may be increased in various inflammatory and shock
conditions, mainly as a consequence of nucleotide release from platelets, endothelial
and blood vessel cells [10]. This rise in the exogenous ATP concentration is usually
accompanied by the concomitant secretion of various enzymes into the intercellular
space [11].

Gliomas are the most common primary brain tumors. They are distinct from other
solid tumors and invade the surrounding normal brain tissue, which makes gliomas a
major challenge for clinical intervention. First line therapy is surgery, although, total
surgical resection of gliomas is not possible, and recurrence of tumor growth is common

[12,13].
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In our laboratory we have been investigating the involvement of extracellular ATP
on the growth of malignant gliomas. We have demonstrated that ATP is degraded very
slowly by glioma cell lines when compared with astrocytes [14]. Furthermore, studies
have demonstrated a purinergic involvement in glioma proliferation in different cell
types [15]. Among the enzymes that degrade ATP, apyrase was shown to decrease
lymphoid cell proliferation in vitro [16].

Recently, it has been proposed that glioma growth could be involved in the
excitotoxic death of the surrounding tissue and injury caused by tumor resection. In fact,
two main mechanisms can liberate ATP into the extracellular space around the invasive
tumor cells: first, the excitotoxic death of the normal host cells, and second, the injury
caused by tumor resection, as occurs during surgery [17]. Thus, the measurement of the
ATP enzymatic hydrolysis rate in blood may serve as an auxiliary tool in the
identification of cellular damage in various pathophysiological conditions [18].

Considering the effects of purines on tumor growth and the potential role of the
nucleotidases present in the serum, the aim of this study is to evaluate the ATP, ADP
and AMP hydrolysis in the serum of rats following glioma implantation. This
measurement would be a simple biochemical method that is easy to perform and may be

used as a cerebral marker for the accompaniment of treatment and tumor recurrence.
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MATERIALS AND METHODS

Materials

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) and fungizone were purchased
from Gibco BRL,; fetal calf serum (FCS) was from Cultilab (Brazil). Nucleotides (ATP,
ADP, AMP), Hepes, streptomycin, penicillin G, Trizma base and EDTA were obtained

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

Cell culture and glioma induction

The C6 glioma cell line, obtained from the American Type Culture Collection,
was cultured in DMEM medium containing 5% FCS, 100 units/ml penicillin G and 100
units/ml streptomycin. The cultures were incubated at 37°C in a humidified 5% CO, and
95% air atmosphere.

The study was performed in accordance with the University Ethics Committee
guidelines for experiments with animals (approval n°® 03-050). Male Wistar rats,
weighing 200-300g, were anesthetized with ketamine (80 mg/kg) and xylazine
(10 mg/kg) and placed in a stereotactic frame. Glioma cells were injected (10° cells in a
volume of 2-3 pl) at a depth of 6 mm in the right striatum with a Hamilton syringe.
Injection coordinates with regard to bregma were 0.5 mm posterior and 3.0 mm lateral
[19]. Controls with injection of DMEM containing 5% FCS (surgery control group)

were also performed.
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Treatment with temozolomide

After 10 days of induction of the gliomas, rats were treated with 5 mg/kg/day
(i.p.) of temozolomide (TMZ) dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) at a final
concentration of 10% [20]. For control experiments, rats were treated with 10% DMSO

alone during 5 consecutive days (vehicle control).

Pathological analysis and tumor volume quantification

At least three hematoxylin and eosin (HE) sections (4um thick, paraffin
embedded) from each tumor were analyzed by two independent pathologists that were
blinded for the experimental data. For tumor size quantification, images were captured
using a digital camera connected to the microscope and analyzed using Image Tool
Software. The total volume (mm®) of the tumor was computed by summing the

segmented areas and by the multiplication of the slice resolution.

Measurement of ATP, ADP and AMP hydrolysis

Twenty days after induction of the gliomas, blood samples were drawn after
decapitation of rats and were immediately centrifuged at 3,000 g for 10 minutes at room
temperature. The serum samples obtained were stored at —20°C for up to 10 days and
used for the measurement of nucleotide hydrolysis. ATP and ADP hydrolysis were
determined using the method previously described by Oses et al. (2004) [21]. The
reaction mixture containing ADP or ATP as substrate (3mM), 112.5 mM Tris-HCI, pH
8.0, was incubated with approximately 1.0 mg of serum protein at 37°C for 40 minutes
in a final volume of 0.2 mL. The reaction was stopped by the addition of 0.2 mL 10%
trichloroacetic acid. The samples were chilled on ice and the amount of inorganic

phosphate liberated was measured by the malachite green method [22]. All samples
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were centrifuged at 5,000 g for 5 minutes and the supernatant was used for the
colorimetric assay. AMP hydrolysis was determined in the same conditions for ATP and
ADP, except that the substrate was AMP and at pH 7.5. For all enzyme assays,
incubation times and protein concentration were chosen in order to ensure the linearity
of the reactions. All samples were run in duplicate. Controls with the addition of the
enzyme preparation after addition of TCA were used to correct nonenzymatic

hydrolysis of the substrates. Enzyme activities were expressed as units/ per liter.

Determinations of ALT, AST and ALP

The activity of alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase
(AST) [23] and alkaline phosphatase (ALP) [24] in the serum were determined using
commercial diagnostic kits, manufactured by Labtest Diagnostic, Brazil. Enzyme

activities were expressed as U/L.

Statistical analysis

The results are expressed as means = SD. Multiple group comparisons were
performed by ANOVA followed by a Tukey-Kramer post hoc test. All analyses were

performed using the statistical program, SPSS 11.0 for Windows.
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Results

In the present study, we analyzed the changes in the hydrolysis of nucleotides in
the blood serum of rats implanted with C6 glioma cells. Firstly, we implanted the
glioma cells using a stereotactic surgery. This glioma model is useful for growth,
invasion and biochemical studies [25]. Malignant tumors with a high mitotic index,
necrosis, giant cells, intratumoral hemorrhage, parenchymal invasion and lymphocytic
infiltration were identified during the pathological analysis of the implanted tumors
(data not shown). According to the literature, these are characteristics of high-grade
glioblastoma multiform grade IV [26,27,28].

The alkylant agent, temozolomide, which induces apoptosis in cancer cells, was
utilized to verify the responsiveness of the implanted tumors to a well-established drug
used in the treatment of malignant gliomas [29]. In fact, the rats treated with
temozolomide showed a significant decrease in tumor size when compared with its
vehicle (10% DMSO) and rats with implanted glioma (Table 1). In addition, rats treated
with temozolomide survive significantly longer than their respective controls,
demonstrating a relative benefit of 100% in rats’ survival (Table 1).

The hydrolysis of ATP and ADP were evaluated in the blood serum of control
(naive rats), DMEM (surgery control) and glioma implanted rats. Although there was a
significant difference between DMEM and control groups, the ATPase and ADPase
activities of blood serum of rats with implanted glioma were also significantly different
from the DMEM group (Fig 1A and 1B).

Since previous studies have already found an increase in the 5’-nucleotidase
activity in the serum of patients with head and neck cancer [30], it seems to be

important to analyze this enzyme activity in a glioma model. As also shown in Figure 1,
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5’-nucleotidase activity was increased in the serum of rats with implanted brain tumor
when compared with the DMEM group (surgery control). The mean 5’-NT activity in
the blood serum was 26.3 + 3.1, 43.0 + 3.3 and 53.1 + 6.5 units/L for the control group,
DMEM group and rats with brain implanted tumor, respectively. The DMEM group
also presented a significant increase in the AMP hydrolysis in comparison with the
control group, indicating that the surgery could be an additional cause of elevation of
this enzyme activity in the blood serum (Fig.1C). The same pattern was observed for
ATP and ADP hydrolysis (Fig.1A and 1B).

We also investigated the effect of treatment with temozolomide on the
hydrolysis of nucleotides in rat serum. The blood serum of rats treated with
temozolomide and its vehicle, 10% DMSO, demonstrated a significant decrease in ATP,
ADP and AMP hydrolysis when compared with the glioma group (Fig. 2).

Its well known that some of the enzymes studied here can be elevated in the
presence of other pathological events, particularly hepatic disorders [31,32]. Thus, to
evaluate the possible liver damage in the rats studied we measured the levels of hepatic
enzymes: alanine aminotransaminase (ALT), aspartate aminotransaminase (AST) and
alkaline phosphatase (ALP) in the rat blood serum. As shown in Figure 3, none of the
animals included in this study presented significant alterations in the AST, ALT and

ALP enzymes, discarding the possibility of hepatic alterations in the animals studied.
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Discussion

The implantation of malignant cells into animal brain tissue closely resembles
the actual mechanisms of tumor growth and has advantages over other models; for
example, the presence of inflammatory and vascular reactions is observed, similarly to
the pathological situation [12]. In this study, the injection of C6 cells intracerebrally in
Wistar rats led to the development of tumors with several characteristics of malignant
gliomas, including a high mitotic index, nuclear pleomorphism, and foci of tumor
necrosis, intratumoral hemorrhage, lymphocytic infiltration and parenchymal invasion.
In some cases, pathological analysis identified pallisading cells delineating the foci of
necrosis with the occasional formation of edema fluid (manuscript in preparation).

Here, we show that animals with cerebral tumor presented a significant increase
in ATP, ADP and AMP hydrolysis in blood serum in comparison to the respective
control groups. In addition, data from Figure 1 suggest that the elevated activity of the
nucleotidases was not only due to the gliomatosis, but is also due to the surgery itself.
These data are supported by the results observed in the DMEM group. The animals of
this group, at twenty days after surgery, presented an increase in nucleotide hydrolysis
in relation to the control group, and an inflammatory process at the local of the injection
(data not shown).

It may be speculated that the increase in nucleotide hydrolysis observed in the
DMEM group could lead to the formation of elevated levels of adenosine, an
endogenous anti-inflammatory, in the blood circulation as a compensatory mechanism
in response to the pro-inflammatory stimulus of the surgery. In this respect, various

studies have shown that the agonists of A,a receptors are involved in the blockade of
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inflammatory cascades, acting as anti-inflammatory agents and the activation of these
receptors improves survival in mouse models of sepsis [33,34].

In regard to the increase observed in the glioma group, several hypotheses may
be raised. First, the increased enzyme activity could be related to other cell types present
around the tumor. In this regard, several reports have demonstrated that C6 cells
preferentially grow around blood vessels, demonstrating their high affinity for the
endothelial basement membrane [24,25,35]. An important characteristic of
glioblastomas, derived from C6 cells in Wistar rats, is a significant degree of invasion
characterized by a diffuse infiltrating border, in which individual cells invade the
surrounding brain tissue [36,37]. The preferred route of migration was shown to be
along neuronal fibers and through the perivascular space with processes attached to the
endothelial basement membrane instead of attachment to astroglial end-feet
[26,35,36,38,39]. Therefore, the endothelial cells could be a potential source of the
nucleotidases found in the blood serum.

Secondly, the increased enzymatic activity in blood serum found in the present
study could be explained by the altered permeability of the blood-brain barrier (BBB),
already described in rat C6 glioma models [40]. One of the main problems in patients
with glioma is the increase in BBB permeability, leading to edema formation and death
[41]. Therefore, the high changes in fluid and cell elements between the blood and
cerebrospinal fluid facilitate the transfer of enzymes released by the tumor or adjacent
cells to the blood stream.

Finally, this increase may have cerebral origin, probably due to the lyses of cells
surrounding the tumor with the consequent release of nucleotides and also the enzymes

that hydrolyze these nucleotides.
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Although our results have shown that the drug, temozolomide, decreased tumor
size and increased the survival rate in relation to the controls (Table 1), the treatment
with temozolomide or with 10% DMSO alone decreased the nucleotide hydrolysis in
comparison to rats implanted with C6 cells. These last results demonstrate that the effect
on nucleotidase activities (and probably adenosine production in the blood) is due to
DMSO itself. This observation indicates that the temozolomide and DMSO effects on
tumor growth and nucleotidase activities, respectively, involve distinct mechanisms.

Initially, DMSO was used only as a vehicle for the drug, but to our surprise it
inhibited the ATP, ADP and AMP hydrolysis activities when compared with the glioma
group. This seems to be an important finding, since DMSO is already known to cross
the blood-brain barrier and to have potent anti-inflammatory effects [42,43]. One of the
anti-inflammatory effects of DMSO includes the decrease of the level of NF-kp (nuclear
factor kappa B) activation in a macrophage-like cell line, correlating with decreased
expression of cytokine messenger RNA and TNF-a (tumor necrosis factor-alpha)
bioactivity, suggesting that modulation of NF-k activation may provide a mechanism
through which antioxidants protect against endotoxemia in murine models [44]. DMSO
also inhibits interleukin-8 production in a dose-dependent manner, directly at the
transcriptional level, and may reduce NADPH-oxidase activity [45].

In conclusion, the evaluation of the enzymatic hydrolysis of the adenine
nucleotides demonstrated alterations in ATP, ADP and AMP hydrolysis, probably as a
consequence of the gliomatosis as well as the inflammatory process secondary to the
surgery.

Although caution must be exerted in translating the data from laboratory animals
to humans, the nucleotidase activities are being tested in human blood samples from

healthy donors and patients, to aid in the accompaniment of treatment of glioma
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recurrence. Furthermore, the identification of these soluble enzymes may contribute to
our understanding of the regulation of the purinergic signaling in the blood of patients

with brain tumors.
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Legends

Figure 1. ATPase (A), ADPase (B) and AMPase (C) activities in serum of rats.
Twenty days after induction of the gliomas, blood samples were collected and ATP,
ADP and AMP hydrolysis were measured as described in Material and Methods. C =
naive rats (n=5); DMEM = surgery control (operation and injection of DMEM, n=8); G
= glioma (induction of glioma, n=8). The data are expressed as the mean + SD.
Significant differences were determined by one-way ANOVA, followed by a Tukey-
Kramer post hoc test. (A) * p<0.001, DMEM vs C; # p<0.001, G vs C and DMEM (B)

and (C) ** p<0.01, DMEM vs C; #p<0.001, G vs C; * p<0.05, G vs DMEM,;.

Figure 2. Nucleotide hydrolysis activities in the serum of rats treated with
temozolomide and DMSO. ATPase (A), ADPase (B) and AMPase (C) activities were
measured in rat serum. Glioma induction and treatment with temozolomide and with
10% DMSO was performed as described in Material and Methods. G = glioma (n=8);
DMSO = vehicle control (temozolomide vehicle alone) (n=4); TMZ = temozolomide
treated rats (n=3). The data are expressed as the mean + SD. Statistics as in Figure 1. #

p<0.001, ** p<0.01, T and DMSO vs G.

Figure 3. AST (A), ALT (B) and ALP (C) enzymatic activities in the serum of rats.
Evaluation of alanine aminotransaminase (ALT), aspartate aminotransaminase (AST)
and alkaline phosphatase (ALP) in the rat blood serum. C = control (n=5); DMEM =
surgery control (operation and injection of DMEM, n=8); G = Glioma (induction of
glioma, n=8), DMSO = vehicle control (temozolomide vehicle alone) (n=4); TMZ =

temozolomide treated rats (n=3).
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Figure 1.
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Figure 2.

™Z

DMSO

™Z

DMSO

T T T T 1
o O o o o
< ™ N —

70 -
60 -

/ulw /14 jowr

™Z

DMSO

102



Figure 3.
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Table 1. Tumor size and survival rate in C6 glioma model (n=5)

Glioma DMSO Temozolomide
Tumor size# 86.7 + 23 85.2+17.9 27.6 £11.9*
Survival rate** 38.7+£8.7 37.1+0.6 NM
# mm?®
** Days of survival (£ standard deviation)
NM= no mortality during a 8 week observation period.

* p< 0.05, A-NOVA, followed by Tukey-Krammer test.
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4 DISCUSSAO

41 EFEITO DO ATP EXTRACELULAR NA MORTE DE LINHAGENS DE

GLIOMAS E CULTURAS ORGANOTIPICAS

Na terapia dos gliomas, devem ser alcancados dois aspectos essenciais: 0
controle local do tumor primério e o bloqueio da invasdo das células tumorais no tecido
cerebral normal (Rich e Bigner, 2004). Sabe-se, que a terapia inicial no tratamento dos
gliomas ¢é a retirada do tumor por meio de cirurgia, porém, a variabilidade no préprio
tumor, e a sua localizacdo no cérebro, resultam na inabilidade de fazer uma resseccao
completa do tumor. Este procedimento pode causar lesdo das células ao redor do tumor,
levando & liberagdo do ATP no meio extracelular (Rathbone et al., 1999; Cicarelli et al.,
2001; Nedergaard et al., 2002). Foi também demonstrado que os astrocitomas podem
liberar nucleotideos como ATP e UTP (Harden e Lazarowski, 1999).

Além disso, estudos recentes mostraram que um mecanismo importante usado
por gliomas para invadir o tecido nervoso sadio € a excitotoxicidade, através da
liberacdo de glutamato (Takano et al., 2001). Sabe-se ainda que o glutamato pode
induzir a liberacdo de ATP a partir dos astrocitos (Jeremic et al.,, 2001) e a
excitotoxicidade na populacdo neuronal mediada por receptores ionotropicos de
glutamato pode ser modulada pela liberacdo de purinas (Bennet e Boarder, 2000).

Estudos prévios em nosso laboratério demonstraram que o ATP pode ser
considerado como um componente na proliferacdo de gliomas, induzindo a sinalizacdo
autocrina/paracrina em linhagens celulares (Morrone et al., 2003). De fato, este
nucleotideo ativa a cascata da ERK em linhagens de gliomas (Jacques-Silva et al, 2004),

e esta cascata de sinalizacdo é fundamental para a inducéo da proliferagdo em astrocitos
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de ratos (Neary et al., 1999; da Rocha et al., 2000). E ainda, o ATP ¢ liberado em
condigdes glidticas, como a dos gliomas de alta proliferacdo (Kristt et al., 1993; Neary
et al., 1996). Posteriormente, foi demonstrado que o ATP é degradado muito lentamente
por gliomas quando comparado com astrécitos, o que pode resultar no acumulo deste
nucleotideo extracelular ao redor do glioma (Wink et al., 2003).

A partir destes dados, a nossa hip6tese € que a morte excitotoxica do tecido
adjacente ao tumor por acdo do glutamato secretado pelos gliomas, pode ocasionar o
extravasamento de altas concentracbes de ATP pelas células normais. Estas altas
concentracOes de ATP e glutamato levariam a morte do tecido normal, e a proliferacéo
dos gliomas iniciando cascatas de sinalizacdo pela sua ligacdo a receptores purinérgicos.

Para validar, entdo, nossa hipdtese, fomos primeiramente investigar se as
celulas de glioma eram sensiveis & morte excitotoxica pelo ATP. Portanto, na primeira
etapa deste trabalho foi avaliado o envolvimento do ATP extracelular na morte de
linhagens celulares de gliomas humanos (U138) e de ratos (C6), e em culturas
organotipicas de hipocampo de ratos ap6s diferentes tempos de tratamento.

Os resultados deste estudo demonstraram que houve resisténcia a morte celular
nas duas linhagens de gliomas estudadas (C6 e U138) quando tratadas com diferentes
concentragcbes de ATP (Capitulo 1, Figura 2A e 2B) com relacdo as culturas
organotipicas nas quais o ATP extracelular induziu em torno de 60% de morte celular
(Capitulo 1, Figura 1). Este resultado foi confirmado por um aumento na atividade da
caspase 3 apds o tratamento com ATP 5mM (Capitulo 1, Figura 4B).

Sabe-se que altas concentracbes de ATP extracelular (mM) induzem & morte
celular em diferentes tipos celulares, entre eles, hepatdcitos, timdcitos, células mieldides
e microgliais (Chvatchko et al., 1996; Ferrari et al., 1997, 1999; Di Virgilio, 2000). Em

alguns tipos celulares esta morte celular ocorre por necrose, e em outras células a morte
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ocorre por apoptose dependente de caspase que ¢ mediada pela abertura dos canais dos
receptores P2X; com altas concentragdes de ATP ou quando o agonista especifico
BzATP se liga a estes receptores (Di Virgilio, 2000). Neste estudo, ao contrario
observou-se que ndo houve ativacdo de caspase 3 em linhagens celulares de glioma
tratadas com altas concentracfes de ATP e BzATP (Capitulo 1, Figura 4B).

Uma hipotese para explicar estes achados se deve ao fato de que os gliomas
apresentam a delecdo ou inativacdo da fosfatase PTEN, o que ocasiona uma alta
atividade basal de PI3K/AKkt, que é uma via anti-apoptotica (Holland, 2001). De fato, a
ativacdo da via Ras/PI3K/Akt, € um dos maiores eventos na gliomagénese (Bonneau e
Longy, 2000). Estudos demonstraram que a infeccdo viral contendo genes de Ras e Akt
ativos foram suficientes para induzir gliomas em um modelo in vivo (Holland et al.,
2000). Portanto, a resisténcia a morte observada nas linhagens celulares de gliomas
pode ser explicada por uma combinacdo de eventos, nos quais estd envolvida a
modulacdo por receptores purinérgicos. Adicionalmente, a resisténcia a morte pelo ATP
nos gliomas, poderia ser devido a mecanismos downstream do receptor purinérgico,
conforme seré discutido posteriormente.

Para explicar melhor este fato, deve-se levar em consideracdo que 0s receptores
purinérgicos P2 estdo implicados na citotoxicidade do ATP, podendo atuar como
receptores de “emergéncia” com o objetivo de restringir a astrogliose excessiva apos a
lesdo, indicando o seu envolvimento na apoptose astrocitica como um mecanismo de
controle (Ballerini et al., 2000; Cicarelli et al., 2001). Por outro lado, estudos prévios
excluiram a possibilidade do envolvimento de receptores da adenosina na morte causada
pelo ATP em culturas organotipicas (Amadio et al., 2002).

O ATP extracelular liberado a partir de granulos neuronais cerebelares pode

causar excitotoxicidade induzida por altas concentracbes de glutamato e morte
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apoptotica induzida pela deprivacdo de soro, que podem ser parcialmente inibidos por
antagonistas de receptores P2 (Merlo e Volonté, 1996). Por outro lado, aminoacidos
excitatorios como o glutamato e purinas podem atuar de maneira sinérgica para garantir
a morte celular em culturas de neurdnios (Fujii et al., 1999). Em vérias populacgdes
neuronais a excitotoxicidade mediada por receptores ionotrépicos modula a liberacdo de
purinas (Robertson e Edwards, 1998; Bennet e Boarder, 2000). Além disso, em cultura
de astrocitos, o ATP também estimula a liberagdo de glutamato (Jeremic et al., 2001).

Desta maneira, podemos propor que 0 acumulo do ATP extracelular ao redor das
células de glioma “in vivo” poderia ter um potencial efeito excitotoxico no tecido ao
redor do tumor. As células de gliomas se apresentam imunes a esta toxicidade e
proliferam em resposta ao ATP, abrindo espa¢o para o rapido crescimento e invasao do
tumor (Morrone et al., 2003). Neste caso, a morte de outras células poderia atuar como
um estimulo para o crescimento do tumor, levando a mais morte celular, em um
aumento da retroalimentacao positiva. Neste processo, o tumor induz liberacdo do ATP,
através da morte de outras células, que estimula a sua propria multiplicacdo e a morte
das células normais, abrindo espaco para ser ocupado por células tumorais, produzindo
e liberando mais ATP para a continuagao do processo invasivo.

Portanto, um importante achado do presente estudo é que a morte celular
induzida por altas concentragdes de ATP extracelular observada em culturas
organotipicas foi muito maior do que a observada nas duas linhagens de gliomas

estudadas.
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4.2 O CRESCIMENTO E INVASAO DE CELULAS TUMORAIS EM MODELO DE

GLIOMAS

A linhagem celular C6 de ratos é Gtil no modelo experimental para estudar o
crescimento, invasdo e metastases em glioblastoma (Grobben et al., 2002). Estudos
indicaram que esta linhagem induz a uma resposta imune in vivo ap6s sua implantacéo,
resultando em uma formacdo tumoral de 70-90 % (Beutler et al., 1999; Parsa et al.,
2000). As celulas C6 expressam varios fatores de crescimento, entre eles bFGF, EGF,
PDGF-A, PDGF-B, VEGF e seus receptores (Auguste et al., 2001; Kirsch et al., 1998).
Além disso, os receptores P2Y1, P2Y2 e P2Y,, foram caracterizados em células de
glioma C6, usando a medida da concentracdo de Ca* intracelular e testando o efeito de
agentes farmacoldgicos especificos (agonistas e antagonistas especificos) (Sabala et al.,
2001; Baranska et al., 2004).

Os glioblastomas formados em ratos Wistar e Sprague-Dawley a partir de
células C6 mostraram significativos graus de invasdo caracterizados por uma borda
infiltrativa difusa na qual células individuais invadem o tecido cerebral adjacente
(Bernstein et al., 1990; Chicoine e Silbergeld, 1995). A compreensdo dos mecanismos
de invasdo das células de gliomas pode trazer novas abordagens no tratamento destes
tumores.

Estudos demonstram que células C6 de glioma de ratos invadem o tecido ao
redor como ceélulas isoladas (Bernstein et al., 1990; Goldberg et al., 1991). Isto é
parcialmente explicado pelo fato de que a invasao é independente da divisdo celular. De
fato, o movimento celular ndo é bloqueado pelos tratamentos que interrompem a mitose,
mas, ao contrario, € completamente ausente depois da ruptura da estrutura do

citoesqueleto (Chicoine e Silbergeld, 1995).
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Em nosso estudo, foi realizada a injecdo intracerebral de células C6 em ratos
Wistar, 0 que levou ao desenvolvimento de tumores com varias caracteristicas de
gliomas malignos, incluindo um alto indice mitotico, pleomorfismo nuclear, e focos de
necrose tumoral, hemorragia intratumoral, infiltracdo de linfocitos. Em alguns casos, a
analise patologica identificou palicada periferica, delineando os focos de necrose com
ocasional formacédo de edema (Capitulo 2, Figura 4a e 4c).

Foi verificado que gliomas que secretam glutamato tém maior potencial de
crescimento pos implante em cérebro de rato, e que aqueles que captam glutamato
muitas vezes falham em estabelecer tumores no local do implante (Takano et al., 2001).
Com o objetivo de identificar as caracteristicas das células injetadas foi realizado o
experimento de captagdo de glutamato. Nossos resultados mostraram que as células de
gliomas da linhagem C6 injetadas nos ratos ndo captam glutamato quando comparadas
com astrocitos, confirmando os dados da literatura (dados ndo mostrados).

Para validar nosso modelo de gliomas in vivo, foi testado o farmaco
temozolomida, um agente alquilante muito utilizado atualmente, que induz apoptose e
possui uma ampla atividade anti-tumoral. A anélise do tamanho do tumor mostrou que
0s ratos tratados com temozolomida apresentaram uma redugdo no tamanho tumoral
quando comparados com os grupos controle e DMSO (Capitulo 2, Figura 2). Os ratos
tratados com temozolomida tiveram uma sobrevida significativamente mais prolongada
do que seus respectivos controles. O beneficio absoluto do tratamento foi de 75%, e 0
beneficio relativo, foi que o tratamento reduziu em 100% o desfecho morte precoce no
animais (dados ndo mostrados). Esses dados sugerem que o tratamento com
temozolomida reduz o risco de morte precoce em ratos com gliomas.

Devido a todas as caracteristicas apresentadas pelos gliomas, a sua localizacéo,

ao seu alto indice de proliferacdo e a sua agressividade, e, principalmente, devido a
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presenca de receptores purinérgicos, torna-se importante uma compreensdo mais
aprofundada dos mecanismos envolvidos na proliferacdo de gliomas induzida por
purinas, o que podera trazer uma nova abordagem de tratamento desses tumores.

Os resultados obtidos nos permitem concluir que os gliomas induzidos em nosso
modelo experimental reproduzem tumores com crescimento e invasdo semelhantes aos
gliomas malignos priméarios em humanos, o que nos animou a aprofundar o estudo do

sistema purinérgico para uma melhor compreensdo do crescimento destes tumores.

4.3 ACAO DA APIRASE NO CRESCIMENTO E INVASAO DOS GLIOMAS

A presumivel funcdo das NTPDases ligadas a membrana plasmatica, mais
especificamente NTPDase 1-3 e NTPDase 8, é regular a concentragdo de nucleotideos
extracelulares e, portanto modular os seus efeitos biologicos exercidos pela ativagdo de
varios receptores P2Y e P2X (Kukulski et al., 2004). A atividade enzimatica da
NTPDasel (CD39) tem sido proposta por regular varios estados fisioldgicos, incluindo
a funcdo cardiaca, secre¢do hormonal, respostas imunes, neurotransmisséo e agregacao
plaquetéria, todos eles modulando os niveis circulatorios dos nucleotideos no sangue
(Marcus et al., 1997; Gayle et al., 1998).

Varios estudos tém demonstrado que alteraces nas nucleotidaseses podem estar
relacionadas ao desenvolvimento de diferentes tumores. Em células de glioma C6, as
quais sdo células gliais com um fenétipo semelhante ao dos astrocitos, Grobben e
colaboradores (1999) demonstraram que a principal ecto-enzima que hidrolisa ATP em
concentracfes fisiologicas (1-10uM) € a ecto-nucleotideo pirofosfatase produzindo
AMP e PPi. Enquanto que em altas concentracGes, o0 ATP também é hidrolisado por

ecto-ATPases, resultando na formagdo de ADP, AMP e adenosina.
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Estudos prévios em nosso laboratério demonstraram que os nucleotideos sdo
hidrolisados muito lentamente pelas linhagens de gliomas quando comparados com 0s
astrocitos (Wink et al., 2003). Nossos resultados mostraram que as células C6 de ratos
possuem baixa expressdo das NTPDases, quando comparadas com astrocitos, estando,
deste modo, diminuida a hidrolise do ATP (Capitulo 2, Figura 1). Portanto, para
depletar o ATP extracelular, no momento do implante das células tumorais foi testada a
enzima apirase.

A apirase purificada de batata utilizada neste estudo possui propriedades
semelhantes a NTPDase 1 (CD39). A NTPDase 1 estd localizada na microglia no
cérebro, na vasculatura do cérebro e outros tecidos (Enjyoji et al., 1999; Braun et al.,
2000; Zimmermann, 2000). O gene da NTPDase 1 esta posicionado no cromossomo 10
(Chadwik e Frischauf, 1997; 1998), que € parcialmente deletado em 90% dos gliomas
(Bensson et al., 1999), e esta localizado na mesma regido do gene supressor tumoral
PTEN, regido que esta frequentemente deletada em gliomas (Li et al., 1997; Maier et
al., 1999). Esta NTPDase ¢ uma enzima amplamente utilizada para depletar ATP em
diferentes preparacgdes celulares, e hidrolisa na mesma razdo ATP e ADP (Heine et al.,
1999).

Os resultados obtidos no Capitulo 2 demonstraram que os ratos tratados com a
enzima apirase tiveram uma reducdo significativa no tamanho do tumor (p<0,05) em
relacdo aos grupos controle e controle da apirase, nos quais a enzima injetada foi fervida
para eliminar o efeito da atividade enzimaética, confirmando assim o envolvimento do
ATP extracelular na invasdo dos glioblastomas in vivo (Capitulo 2, Figura 3). Além
disso, a analise histopatoldgica demonstrou uma diminuicdo em algumas caracteristicas
de malignidade tipicas dos glioblastomas nos ratos co-injetados com a apirase. De fato,

estes ratos apresentam uma reducdo no indice mitotico, o que foi confirmado com o
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marcador de proliferacdo celular Ki67, onde a porcentagem de nucleos positivos foi
significativamente menor nos ratos tratados com apirase em relacdo aos gliomas
(Capitulo 2, Figura 5a e 5b).

Esta diminuicdo do indice mitotico poderia confirmar nossa hipotese de que o
ATP possui uma grande funcdo na proliferacdo dos gliomas. A apirase injetada no
momento do implante das células tumorais estaria regulando a concentracdo dos
nucleotideos extracelulares e, desta forma modulando os seus efeitos biologicos. Além
disso, pode-se pensar também que pela degradacdo do ATP e ADP, h& a formacédo de
AMP e posteriormente adenosina, deslocando a via de sinalizagcdo dos receptores P2
para os receptores P1 em células C6.

Portanto, a resposta bioldgica do ATP extracelular poderia ser devido ao ATP ou
a um dos seus produtos metabolicos (ADP ou adenosina) (Baranska et al., 2004). A
adenosina é conhecida por inibir a resposta imune, provocar vasodilatacdo e estimular a
angiogénese (Vannoni et al., 2004). Em células C6, a adenosina interage com receptores
A, (Pianet et al., 1989), e estudos recentes demonstraram que a estimulacdo dos
receptores Ay, aumenta a angiogénese pela diminui¢do da producdo de uma proteina de
matrix celular com atividade antiangiogénica, trombospondina 1 (TSP1) (Desai et al.,
2005).

Por outro lado, nossos resultados mostraram uma diminuicdo da densidade
vascular nos tumores de ratos co-injetados com apirase. Este fato poderia ser explicado
ja que a adenosina é recaptada pelos astrécitos (Cicarelli et al., 2001). Além disso,
estudos demonstraram um aumento da atividade da ADA, que degrada adenosina a
inosina, em tumores (Vannoni et al., 2004). De fato, estudos de microdiélise mostraram
que gliomas humanos com alta proliferacdo apresentam baixos niveis de adenosina

extracelular (Melani et al., 2003). Recentemente Bauer e colaboradores (2005)
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demonstraram que ocorre aumento na densidade dos receptores A; em astrocitos na
periferia de gliomas humanos, causado pelo processo de invasdo tumoral. Este poderia
ser um processo de upregulation na tentativa dos astrocitos de contribuir no reparo do
tecido na zona ao redor do tumor.

Cabe também salientar que a rota migratéria de preferéncia das células C6
parece ser ao longo das fibras neuronais e através do espago perivascular com processos
ligados a membrana do endotélio ao invés de ligacdo a astroglia (Bernstein et al. 1990;
Goldberg et al., 1991; Izumoto et al., 1996). O crescimento tumoral necessita de um
aumento continuo do suprimento sanguineo, desde que os gliomas derivados de células
C6 possuem vasos sanguineos intratumorais, a neovascularizagdo ocorre no local do
crescimento tumoral. Em co-culturas com células endoteliais, as células C6 induzem a
formacdo de estruturas capilares-like, um efeito que é blogueado pela suramina
(Coomber, 1995), e inibidores de RNA e sintese proteica (Laterra e Goldstein, 1991).
Portanto, a degradacdo do ATP e ADP pela apirase poderia estar contribuindo para a
diminuig&o da proliferacdo vascular.

O VEGF é secretado pelas células C6 e se torna super-regulado sob condic6es de
hipoxia (Plate et al., 1993). Estes receptores estdo ausentes no endotélio de cérebro
normal, mas podem ser detectados em células endoteliais dentro e proximo aos tumores
derivados de C6 (Ohnishi et al. 1990). Ja que as propriedades invasivas sdo amplamente
dependentes da presenca de novos vasos, foram feitos experimentos com o anticorpo
CD31, marcador de angiogénese, para verificar a agdo da aprirase neste processo.

Os ratos co-injetados com apirase mostraram uma diminui¢do na imunodeteccgéo
para CD31 no tumor em relagcdo ao controle, indicando que possa haver diminui¢do no
suprimento sanguineo (Capitulo 2, Figura 5¢ e 5d). Este resultado foi confirmado pelos

experimentos com VEGF, onde houve uma menor imunodetec¢do nos tumores de ratos
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tratados com apirase quando comparados com o controle (injecdo de células C6)
(Capitulo 2, Figura 5e e 5f). Esta diminuicdo na proliferacdo de vasos poderia estar
relacionada com a degradacdo do ADP, catalisada pela apirase injetada, indicando que o
suprimento vascular insuficiente pode se tornar um fator limitante do crescimento
tumoral.

O ADP interage com dois receptores distintos, P2Y; e P2Y1,, em células de
gliomas C6 (Czajkowski et al., 2002). Estudos demonstraram que a expressao da
NTPDase 1 inibiu quase completamente a sinalizacdo mediada pelo receptor P2Y;
(Alvarado-Castillo et al., 2005). Em nosso estudo, o tratamento com uma enzima com
caracteristicas cinéticas da NTPDase 1, poderia estar provocando a diminui¢cdo do ADP,
necessario para a agregacdo plaquetaria, resultando na regressdo de novos vasos
formados.

A atividade da ecto-ADPase de células vasculares endoteliais tem sido atribuida
a CD39, um antigeno de superficie que atua como um efetivo inibidor de células
endoteliais na reatividade das plaquetas (Marcus et al., 1997). Com base nestas
observagdes, pode-se pensar que o desprendimento destas ecto-enzimas da superficie
das células endoteliais sob condi¢des de grande estresse pode representar um importante
mecanismo de controle da adesdo das células sanguineas para o epitélio vascular. Estes
mecanismos podem incluir a formacdo de compostos anti-adesdo, como foi mostrado
em um estudo utilizando a ADPase/CD39 soltvel recombinante (Gayle et al., 1998).

Apesar disso a proliferagdo microvascular nos ratos tratados com apirase ainda
parece grande em relacdo ao tecido normal, porém sabe-se que este suprimento
sanguineo muito frequentemente ndo é suficiente para areas com alta proliferacdo
tumoral. Estas observacdes indicam a importadncia da regulacdo dos niveis de

nucleotideos e nucleosideos extracelulares no crescimento dos gliomas.
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Resultados preliminaries com a implantagdo de células transfectadas com a
enzima NTPDase 2 (CD39L1), mostraram que houve um aumento significativo no
tamanho do tumor em relacdo aos grupos controle (Figura 1, Anexo do Capitulo 2). Ja
que a NTPDase 2 hidrolisa seletivamente nucleotideos trifosfatados em relacdo aos
difosfatados, a formagdo do ADP e a sua interacdo aos receptores P2 poderia ser um
mecanismo importante no desenvolvimento dos tumores cerebrais in vivo.

Portanto, o conjunto de resultados do Capitulo 2 nos leva a pensar que o sistema
purinérgico pode estar efetivamente envolvido no crescimento de gliomas no SNC.
Estudos posteriores estdo sendo realizados com transfeccdo das NTPDases para melhor

esclarecer a agéo da apirase.

4.4 A ATPase, ADPase E E AMPase EM SORO DE RATOS

A medida da hidrolise enzimatica dos nucleotideos no soro sanguineo pode
auxiliar no diagnostico de dano celular em condicGes patologicas. Um aumento na
atividade sérica da 5°-NT ocorre principalmente em doencas hepéticas e em alguns
tumores como cancer de mama, cancer de cabeca e pescogo e carcinoma de ovario (Lal
etal., 1989).

Neste trabalho, n6s mostramos que o0s animais implantados com gliomas
apresentaram um aumento significativo na hidrolise de ATP, ADP e AMP no soro em
comparagdo aos respectivos grupos controle (Capitulo 3, Figura 1). Além disso, 0
tratamento com temozolomida e com 10% DMSO apenas, diminuiu a atividade de
hidrolise dos nucleotideos em comparacdo com ratos implantados com células C6.

Inicialmente, o0 DMSO foi usado somente como veiculo para o farmaco, mas as
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resultados mostraram uma inibicdo das hidrdlises do ATP, ADP e AMP quando
comparados com o grupo glioma (Capitulo 3, Figura 2). Isto parece ser um achado
importante, ja que o DMSO é conhecido por cruzar a BHE e possuir potenciais efeitos
antiinflamatdrios (Santos et al., 2003).

O aumento da atividade enzimatica observado poderia ser derivado da liberacédo
de nucleotidases por outras células presentes ao redor do tumor, entre elas as células
endoteliais. A este respeito, muitos estudos demonstram que as células C6 possuem alta
afinidade pela membrana basal do endotélio e crescem preferencialmente em torno dos
vasos sanguineos (Auer et al., 1981; Nagano et al., 1993). Desta forma, o crescimento
das células C6 e a formacdo do tumor necessitam de uma associacdo com as células
endoteliais (Grobben et al., 2002).

Embora se acredite que as ecto-nucleotidases endoteliais sejam 0s maiores
reguladores da sinalizacdo purinérgica na vasculatura, o metabolismo endotelial
prevalece somente na microcirculagdo, onde a area da superficie endotelial exposta é
muito alta para o volume de sangue. Além disso, nucleotidases sollveis podem
potencialmente compensar a atividade reduzida das ecto-nucleotidases ligadas a
membrana sob certas condicGes inflamatérias ou choque traumatico onde a integridade
da parede dos vasos sanguineos estd comprometida. A forma sollvel recombinante
NTPDase/CD39 humana foi mostrada ser um potente inibidor de trombose e dano
tecidual e é atualmente considerada uma promissora droga (Krotz et al., 2002).

Acredita-se também que a origem deste aumento da atividade enzimatica no soro
encontrada no presente estudo, poderia ser explicada pela alteracdo da permeabilidade
da BHE, ja descrita em modelos de gliomas com células C6 de ratos (Stewart et al.,
1985). Um dos principais problemas em pacientes com gliomas é o aumento na

permeabilidade da BHE, levando a formacdo de edema e morte do paciente (Klatzo,
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1967). Esta alteracdo de permeabilidade €, em parte, mediada pela acdo da bradicinina
que se liga a receptores especificos nas células tumorais, resultando na geracdo de
mensageiros que interagem com as células endoteliais, afetando a sua permeabilidade
(Mittal e Mehta, 1995; Sugita e Black, 1998).

O comportamento invasivo das células individuais pode corresponder a
reaquisicdo do comportamento migratdrio primitivo das celulas neoplésicas durante o
desenvolvimento do SNC. O exemplo extremo deste comportamento é uma condicao
referida como gliomatose cerebral, na qual o cérebro inteiro estd difusamente infiltrado
por células neoplasicas com minima ou nula area focal central do tumor per se (Russel e
Rubenstein, 1989). O aumento pode ser cerebral e provavelmente tenha ocorrido pela
lise das células adjacentes ao tumor, liberando tanto 0 ATP como também as enzimas
que participam da sua hidrélise para 0 meio intersticial, as quais seriam detectadas no
soro dos animais. A alta atividade de hidrolise do ATP poderia ser um mecanismo de
controle do organismo na tentativa de diminuir a atividade proliferativa do ATP nas
células tumorais (Morrone et al., 2003; 2005). O aumento na hidrolise dos nucleotideos
mostrado aqui, poderia levar & formacao de elevados niveis de adenosina na circulacéo
sanguinea com um consequente efeito antiinflamatdrio deste nucleosideo.

A 5°’NT (CD73) estd muito ativa em linhagens de gliomas (Wink et al., 2003),
fazendo com que haja uma grande formacao de adenosina depois da liberagédo de ATP.
A superexpressdo da CD73 e aumento da produgdo de adenosina fazem parte dos
mecanismos de defesas do préprio corpo para diminuir inflamacdo. Condigdes
patolégicas como hipoxia e lesdo de tecido ocasionam a liberacdo de grandes
quantidades de AMP (Bhatnagar, 2003). Dentre as vérias funcGes em eventos
fisioldgicos e patolégicos, a Ado previne lesdo celular durante isquemia no SNC (Olah e

Stiles, 1995; Linden, 2001). A adenosina também atua na inflamag&o por controlar a
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ligacdo dos leucocitos ao endotélio (Cronstein et al., 1992) e atua como um agente anti-
inflamatdrio por se ligar aos receptores A, e As, através da degranulacdo de neutrofilos
(Bouma et al., 1997). A adenosina também diminui a migracdo de eosindfilos através da
ativacdo do receptor Az (Knight et al., 1997). Recentemente, tem sido mostrada uma
funcdo critica do receptor A, em respostas inflamatorias de tecidos especificos in vivo
(Ohta e Sitkovsky, 2001).
Nossos resultados mostram um aumento na atividade sérica da 5-NT nos ratos
com gliomas quando comparados com o0s seus controles (Capitulo 3, Figura 1). O
aumento desta atividade enzimatica no soro pode ser devido a liberacdo da mesma
diretamente das células tumorais. Este aumento também pode ser de origem hepatica,
embora seja pouco provavel porque o indice de metéastases em gliomas é relativamente
baixo (0 a 4%). Além disso, nenhum dos grupos de animais incluidos neste estudo
apresentou alteragOes significativas nas enzimas fosfatase alacalina, aspartato
aminotransferase ou alanino aminotransferase (Capitulo 3, Figura 3), demonstrando que
ndo houve um comprometimento da funcdo hepéatica nos animais implantados.
Concluindo, a avaliacdo da hidrélise enziméatica dos nucleotideos da adenina
demonstrou alteragdes na hidrolise do ATP, ADP e AMP, provavelmente como uma

consequéncia da inflamacdo secundéria a cirurgia bem como do processo de gliomatose

4.5 O ENVOLVIMENTO DO SISTEMA PURINERGICO NO

DESENVOLVIMENTO DOS GLIOMAS: ALGUMAS PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos nesta tese, juntamente com dados de literatura, sugerem
que o sistema purinérgico pode ter uma funcdo importante na expansao dos gliomas. De

acordo com a nossa hipoOtese, no processo de crescimento dos gliomas, a
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excitotoxicidade causada pelo glutamato nos neurdnios (Takano et al., 2001), induzem a
liberagdo do ATP, que estimula a multiplicacdo dos gliomas e a morte das células
normais, abrindo espaco para ser ocupado por células tumorais produzindo e liberando
mais ATP para a continuagdo do processo invasivo. Além disso, o processo inflamatério
gerado a partir da cirurgia e da gliomatose per se podem alterar os niveis séricos das
enzimas que regulam os nucleotideos extracelulares envolvidos no crescimento tumoral.
Sabe-se que algumas enzimas estudadas aqui podem estar elevadas na presenca
de outros eventos patolégicos (Reichling e Kaplan, 1988; Pagani e Panteghini, 2001).
Portanto, niveis elevados de ATP extracelular ocorrem somente transitoriamente em
resposta a certas condicGes fisioldgicas e/ou patolégicas (Coade e Pearson, 1989;
Meghji et al., 1995). As enzimas sollveis, juntamente com ecto-enzimas ligadas a
membrana, contribuem para o ciclo ativo entre o ATP circulante e outras purinas,
podendo ter implicacdes significativas para o entendimento da regulagéo da duracéo e
magnitude da sinalizacdo purinérgica. Sob condicBes fisiologicas normais, a
concentracdo dos nucleotideos da adenina no sangue € mantida em valores muito baixos
(Coade e Pearson, 1989). Deste modo, a identificacdo de enzimas soltveis no soro dos
pacientes com tumores cerebrais pode trazer novos critérios para entendermos os
mecanismos regulatérios da homeostase das purinas no desenvolvimento da patologia.
Resultados preliminares demonstraram uma alteracdo na hidrolise sérica do
AMP nos pacientes com tumores cerebrais de alto grau quando comparados com
individuos sadios (dados ndo mostrados). O aumento da atividade da 5’-NT em
pacientes com gliomas malignos confirmam dados da literatura (Lal et al., 1989). Esta
enzima pode ser liberada para a corrente sanguinea a partir do tumor primario ou dos
locais de metéstases (Sunderman, 1990). A medida da atividade sérica da 5’-NT ndo é

um bom marcador para o diagnostico de tumores, uma vez que 0 aumento na atividade
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desta enzima parece ser um denominador comum em pacientes com cancer. Entretanto,
este marcador pode ser Util no acompanhamento do tratamento e na detec¢éo de recidiva
da doenca, pois apds o tratamento responsivo ocorre uma diminui¢do na atividade da
enzima, e isto é sugestivo de inatividade do tumor.

Neste caso, o entendimento da funcdo do ATP e da adenosina dentro do grande
contexto da expansdo dos gliomas é um ponto importante. Os resultados apresentados
aqui demonstraram que os gliomas sdo resistentes a morte pelo ATP ao contrario das
células normais. Portanto, a utilizacdo de drogas que degradem este nucleotideo ou que
blogqueiem os receptores purinérgicos localmente no tumor poderiam ser utilizadas
como alternativa na diminui¢do do crescimento dos gliomas. Isto poderia ser feito, por
exemplo, mediante a utilizacdo de apirase solUvel (testada neste estudo) localmente no
momento da cirurgia para retirada do tumor.

Além disso, os resultados preliminares com células transfectadas com CD39L1,
(que degrada principalmente ATP gerando ADP) demonstraram um aumento
significativo no tamanho do tumor (Anexo do Capitulo 2, Figura 1 e 2), ao contrério dos
resultados da co-injecdo de apirase (CD39), que demonstraram uma diminui¢do no
tamanho do tumor. Neste caso, se poderia também pensar em um tratamento com
terapia génica onde o gene da NTPDase 1 (CD39) seria inserido nas células de glioma
com o objetivo de depletar ambos os nucleotideos ATP e ADP em igual velocidade.

Em concluséo, nossos resultados podem abrir novas perspectivas para o estudo
das potenciais aplicacdes do sistema purinérgico no tratamento e acompanhamento da

progressao tumoral e de tratamento dos tumores cerebrais.
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5 CONCLUSOES

5.1 GERAIS

1)

2)

3)

O sistema purinérgico pode estar envolvido no crescimento de tumores no
Sistema Nervoso Central.

A enzima apirase diminui significativamente o tamanho do tumor, bem como o
indice mitdtico em ratos com gliomas.

Gliomas implantados em ratos apresentam um aumento na hidrolise do ATP,

ADP e AMP em soro quando comparado com o soro de ratos controle.

5.2 ESPECIFICAS

1)

2)

3)

4)

5)

Linhagens celulares de glioma apresentam resisténcia a morte induzida por ATP
quando comparada com o tecido normal.

O ATP extracelular induziu morte celular em culturas organotipicas de
hipocampo, demonstrando ter funcao excitotoxica nestas células.

No modelo de glioma proposto, ratos tratados com o farmaco temozolomida
apresentaram uma reducdo no tamanho tumoral e apresentaram uma sobrevida
significativamente mais prolongada, do que seus respectivos controles.

Os ratos implantados com gliomas tratados com apirase apresentaram um
crescimento tumoral menor quando comparado ao grupo controle e ao grupo
controle apirase.

A andlise histopatolégica demonstrou uma diminuicdo em algumas

caracteristicas de malignidade tipicas dos glioblastomas nos ratos co-injetados
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com a apirase. Estes ratos apresentam uma reducdo no indice mitético, o que foi
confirmado com imunohistoquimica para o Ki67.

6) Os ratos co-injetados com apirase mostraram uma diminui¢do na imunodeteccao
para CD31 no tumor em relacao aos ratos controle implantados com células C6.

7) Houve uma diminui¢do na imunodeteccdo com VEGF nos ratos tratados com
apirase em relagdo ao controle (glioma).

8) Ratos com indugdo de glioma demonstraram um aumento significativo na
hidrélise do ATP, ADP e AMP no soro quando comparados com oS respectivos
controles.

9) Ndao foi observada alteragdo nas enzimas FAL, AST e ALT indicando que os
animais ndo apresentavam dano hepatico.

10) O tratamento com temozolomida e com 10% DMSO diminuiu a hidrdlise dos

nucleotideos em soro de ratos com glioblastoma multiforme.
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6 PERSPECTIVAS

1) Analisar o crescimento e invasdao tumoral com a injecdo de células transfectadas
com CD39L1, CD39L2 e CD39, ja que estas NTPDases sdo muito expressas em
astrdcitos e pouco expressas em gliomas.

2) Analisar por RT-PCR a expressdo dos receptores purinérgicos P1 e P2, bem
como das nucleotidases em biopsias de pacientes com gliomas.

3) Comparar a atividade das nucleotidases no soro de pacientes antes e apds a
cirurgia de ressecgdo tumoral, e no pré e pos-tratamento com radioterapia.

4) Analisar a atividade das enzimas ATPase, ADPase, AMPase no liquor dos
pacientes com tumores cerebrais.

5) Testar drogas que bloqueiam os receptores de ATP como alternativa para
diminuigéo do crescimento tumoral em tumores cerebrais.

6) Estudar o envolvimento do sistema purinérgico em outros tipos de tumores a fim

de poder tragar novas terapias.
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