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RESUMO

Os gliomas sé&o o tipo tumoral que mais acomete o SNC. O glioblastoma (GBM) é
um glioma de grau IV, originado de astrocitos ou de células precursoras de
astrocitos. O GBM é um tumor bastante agressivo, que apresenta uma elevada taxa
de proliferacdo e um comportamento altamente invasivo. Muitos estudos tém
demonstrado que o GBM apresenta um aumento da atividade e expressdo da ecto-
5’-nucleotidase/CD73 (e5NT/CD73), comportamento oposto as ceélulas analogas
normais, 0s astrocitos, e que essa enzima auxilia na progressdo desses tumores.
Além da funcdo enzimatica, foi mostrado que a e5NT/CD73 também exerce
importante papel na interacdo célula-célula e célula-matriz. As células C6 de glioma
de rato sdo descritas como um 6timo modelo in vitro para estudo de gliomas e em
altas passagens sdo utilizadas como modelo de astrocito. Estudos do nosso
laboratorio demonstraram que cérebro de ratos inoculados com células C6 de alta
passagem, desenvolvem tumores menores, em relacdo aos animais em que foram
implantadas células C6 de baixa passagem. Com isso, no presente estudo
caracterizamos o papel desempenhado pela eSNT/CD73 no crescimento de GBM in
vitro e in vivo. Foi observado uma significativa reducao da hidrélise do AMP pelas
células C6 de baixa passagem. Esse resultado foi confirmado por citometria de fluxo,
onde demonstrou-se que essa célula expressa menos e5NT/CD73 e que o perfil de
expressdo das NTPDases é bastante semelhante nas duas linhagens. Em relacéo a
capacidade proliferativa das células, verificamos por marcagcdo para Ki67, que as
linhagens nédo diferem em relacdo a proliferacdo. Entretanto quando tratadas com
AMP (substrato da e5NT/CD73), apenas as células C6 de baixa passagem
modificam o perfil de crescimento. Assim, demonstrando a importancia da presenca
de e5NT/CD73 e consequente formacdo de adenosina para a progressao dos
gliomas. Verificamos também alguns parametros de malignidade que envolvem a
e5NT/CD73, jA que é também uma proteina que auxilia na adesdao e migracao.
Observamos que as células C6 de baixa passagem possuem uma capacidade
adesiva menor e consequentemente, uma capacidade maior de migracao
comparada a C6 de alta passagem. Além disso, verificamos que quando tratamos
com APCP (inibidor da eSNT/CD73), as células C6 de baixa passagem tem seu
potencial de migracdo reduzido, demonstrando que a migracdo é dependente, pelo
menos em parte, da atividade da eSNT/CD73. Esses resultados foram confirmados
pela analise de formacéo de coldnia, onde verificamos que as células C6 de baixa
passagem formam mais e maiores colbnias que as células C6 de alta passagem,
mesmo apresentando uma capacidade proliferativa muito semelhante, além disso, o
APCP foi capaz de reduzir a formacdo de colbnias. Adicionalmente, como ja
observado anteriormente, células C6 de alta passagem desenvolvem tumores
menores quando implantadas no estriado de ratos. Em contrapartida as células C6
de baixa passagem desenvolvem tumores caracteristicos de GBM. Esses dados em
conjunto demonstram que a presenca da e5NT/CD73 é fundamental para a
progressdo do GBM e que a mesma representa um alvo interessante na corrida por
tratamentos mais eficazes contra esse tumor. Finalmente, na segunda parte da
presente Dissertacdo nao foi possivel chegar a uma conclusdo clara entre o
envolvimento da e5NT/CD73 e a resisténcia celular a temozolamida. Outros estudos
S&0 necessarios para avaliarmos uma possivel relacao.



ABSTRACT

Gliomas are the tumor that most affects the CNS. Glioblastoma (GBM) is a grade IV
glioma, originating from astrocytes or astrocyte precursor cells. GBM is a very
aggressive tumor, with a high proliferation rate and highly invasive behavior. Many
studies have shown that GBM shows an increase in the activity and expression of
ecto-5'-nucleotidase/CD73 (e5NT/CD73), opposite to normal analog cells, astrocytes,
and that this enzyme helps in the progression of these tumors. In addition to the
enzymatic function, it has been shown that eSNT/CD73 also plays an important role
in cell-cell and cell-matrix interaction. C6 rat glioma cells are described as an
excellent in vitro model for studying gliomas and in late passages are used as an
astrocyte model. Studies in our laboratory have shown that the brains of mice
inoculated with late-pass C6 cells develop smaller tumors than animals in which
early-pass C6 cells were implanted. Thus, in the present study we characterize the
role played by e5NT/CD73 in the GBM grow in vitro and in vivo. A significant
reduction in late-pass C6 AMP hydrolysis was observed, this result was confirmed by
flow cytometry, where it was demonstrated that this cell expresses less eSNT/CD73
and that the expression profile of NTPDases are similar in both C6 line. Regarding
the proliferative capacity of cells, we verified by Ki67, that the cells do not differ in
relation to proliferation, however when treated with AMP (e5NT/CD73 substrate), only
the early-pass C6 cells modify the growth profile, demonstrating the importance of
the presence of eS5NT/CD73 and the consequent formation of adenosine for the
glioma progression. We also verified some malignancy parameters that involve
e5NT/CD73, since it is also a protein that assists in adhesion and migration, and we
observed that early-pass C6 cells have a lower adhesive capacity and, consequently,
a higher migration capacity compared to late-pass C6. In addition, we found that the
addition of APCP (e5NT/CD73 inhibitor) in early-pass C6 cells has reduced migration
potential, demonstrating that migration is dependent, at least in part, on the activity of
e5NT/CD73. These results were confirmed in vitro, by the analysis of colony
formation, where we verified that the early-pass C6 cells form more and larger
colonies than the late-pass C6 cells, even with a very similar proliferative capacity, in
addition, the APCP was able to reduce the formation of colonies. Furthermore, as it
was previously observed, late-pass C6 developed small tumor mass in the striatum of
rats, which was confirmed by immunohistochemistry analyses. In contrast, all rats
injected with early-pass C6 cells developed tumors with all histopathological features
of GBMs. Taken together these results demonstrate that the presence of eSNT/CD73
is fundamental for the progression of GBM and that it represents an interesting target
for more effective treatments against GBM. Finally, it was not possible to reach a
clear conclusion between the involvement of e5SNT/CD73 and cell resistance to
temozolamide. Further studies are needed to assess a possible relationship.



LISTA DE ABREVIATURAS
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AKT — Proteina quinase B
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1. INTRODUCAO

1.1 Tumores do sistema nervoso central

O sistema nervo central (SNC) é composto pelo cérebro e a medula espinhal,
dentre todos os tumores malignos no mundo, cerca de 1,5% correspondem ao
cancer do SNC, sendo que 88% desses tumores estdo localizados no cérebro
(Ostron et al.,, 2015). Em 2018, estudos feitos pela Internacional Agency for
Research on Cancer, projeto Globocan, demonstraram uma incidéncia de
aproximadamente 296 mil novos casos com 241 mil mortes para o ano de estudo,
sendo estimados mais de 11 milhdes de novos casos até o ano de 2040
(GLOBOCAN 2018).

A forma de classificacdo dos tumores do SNC € estabelecida pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), que nas ultimas décadas classificava esses
tumores conforme a regido em que se localizavam e as caracteristicas histolégicas
do tumor, segregando de acordo com a localizacdo, célula de origem e os niveis de
diferenciacdo e infiltracdo (Louis et al., 2007). Pesquisas realizadas nas ultimas
décadas esclareceram melhor a base genética da tumorigénese, possibilitando o
entendimento acerca da relacdo genética e morfologia tumoral, o que possibilitou
uma melhor classificacdo desses tumores, assim sendo, a OMS langcou em 2016
uma nova classificacdo para os tumores do SNC, onde leva em consideracao
também fatores moleculares. Desta forma, os tumores do SNC foram agrupados
nas seguintes categorias: tumores difusos astrociticos e oligodendrogliais, outros
tumores astrociticos, tumores ependimais, outros gliomas, tumores neuronais e

neuro-gliais, tumores pineais, tumores de células germinativas, tumores embrionais,
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tumores dos nervos cranianos e paraespinais, meningiomas, tumores
mesenquimais, tumores melanociticos, linfomas, tumores da regido selar e tumores

metastaticos (Louis et al., 2016).

1.2 Glioma

Glioma é um termo geral que se refere a todos os tumores originados de
células da glia, abrangendo um grupo muito diversificado de tumores. Os gliomas
sdo os tumores primarios que mais acometem o SNC e abrangem dois subtipos:
gliomas difusos e gliomas que apresentam um padrdo de crescimento mais
circunscrito (ndo difuso) (Brandner e Jaunmuktane 2017). A categoria dos tumores
difusos astrociticos e oligodendrogliais € composta pelos tumores originados de

astrocitos e oligodendrécitos, na qual estdo compreendidos alguns tipos de glioma,

como:
e Astrocitoma difuso (grau Il) e Glioma de linha média (grau V)
e Astrocitoma anaplastico (grau Il) e Oligoastrocitoma (grau Il ou IlI)
e Oligodendroglioma (grau II) e Glioblastoma (grau IV)

¢ Oligodendroglioma anaplastico (grau Ill)

As novidades dessa classificagédo trazem a inclusao do glioma difuso de linha
média, um glioma de grau IV, que acomete mais criangas e adolescentes e a
exclusdo do astrocitoma pilocitico, antigo glioma de grau I, que foi recolocado na
categoria de "outros gliomas astrociticos”. Importante destacar que essa nova
classificagdo compreende apenas gliomas de grau I, lll e IV (Louis et al., 2016).
Outra novidade na atual classificacdo da OMS é a avaliagdo de alteracdes

moleculares desses tumores de forma complementar a histologia, com a finalidade

de auxiliar as abordagens terapéuticas. A avaliagdo da mutacdo no gene da
12



Isocitrato desidrogenase (IDH) foi adicionado para subdividir os gliomas difusos,
classificando-os em IDH-mutante e IDH-selvagem. Com essa subdivisdo, os gliomas
do tipo IDH-selvagem, mesmo com uma classificacdo histologica de grau Il e lll se
encaixariam num quadro clinico de pior prognostico, uma vez que, foi demonstrado
que tumores com essa assinatura molecular muitas vezes se comportam como
glioblastoma (grau 1V). Para os oligodendrogliomas, além da IDH, também se
aconselha a avaliacdo da codelecdo 1p/19q (Wesseling e Capper 2018). Dentre
todos os gliomas difusos citados, o mais comum € o glioblastoma (GBM), grau 1V,
gue apresenta caracteristicas de malignidade avancadas, como hipercelularidade,
areas necroticas, edema e proliferacdo vascular, sendo muitas vezes refratario a
quimioterapia e radioterapia (RT). O GBM, esta subdividido em 3 subtipos: GBM,
Isocitrato desidrogenase (IDH)-selvagem; GBM, IDH-mutante; e GBM néo

especificado (IDH ndo avaliado) (Wesseling e Capper 2018).

| TUMORESDO SNC |
Difusos Astrociticose | " " (IDH)-selvagem/
| Oligodendrogliais. | Astrocitoma Difviso e GUNE
9 ‘ QOutros tumores ‘ || Astrocitoma LI {IDH}-selvagem/
s Astrociticos Anaplastico mutante ou NE
ol —
=1 | Ependimais
® L~ Glioblastoma  —— UDH) sehagem

|  OutrosGliomas mutante ou NE

Glioma difuso de

‘ Neuronaise neuro-

P B _ —— Mutacdo H3 K27M
—_— gliais linha média -
Pineais
| % I {IDH)-selvagem/ mutante ou NE
De células Oligodendroglioma Joodelecio 1p19q
Germinativas x =
= Oligodendroglioma {IDH)-selvagem/ mutante ou NE
Neuronais Anaplastico fcodelecio 1p19q
- QOligoastrocitoma =—— {IDH)-N3o especificada

|
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l
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|
J
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|
J
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Figura 1: Classificacdo dos tumores do SNC e subdivisbes dos gliomas difusos astrociticos e
oligodendrogliais, com suas respectivas classificacdes, segundo a classificagcdo da OMS de 2016.

Esquema de autoria propria.
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1.3 Glioblastoma

O GBM é mais comum dentre os tumores gliais, com uma incidéncia meédia de
7:100.000 casos por ano é também o mais maligno, com uma sobrevida global de
apenas 15 meses e com menos de 5% dos pacientes sobrevivendo mais de 5 anos
apos o diagnostico. Esse tipo tumoral pode se manifestar em qualquer idade, mas
sua maior incidéncia encontra-se entre 45 a 85 anos (Ostron et al., 2015). Suas
principais caracteristicas histologicas sdo a presenca de hipercelularidade com
células gliais imaturas, pequenas e arredondadas, com nucleos hipercromaticos
polimorficos, citoplasma de limite impreciso e diminuicdo da relacéo
ndcleo/citoplasma (Laws e Shaffrey, 1999). Possuem um crescimento rapido e
agressivo, com extensiva invasdo do parénquima, causando necrose de diversas
areas do tecido nervoso com formacédo de edema. Na area do tumor é possivel
observar uma grande quantidade de vasos sanguineos hipertrofiados no interior e
nas areas adjacentes, assim como, a presenca de células do sistema imune, como
0s macrofagos e linfécito (Li et al., 2019 e Solinas et al., 2009).

O GBM foi reclassificado pela OMS no ano de 2016 em (IDH)-selvagem, o
qual corresponde a cerca de 90% dos casos, frequentemente relacionado ao GBM
primario como era definido anteriormente, com predominancia em pacientes acima
de 55 anos e pior prognéstico. O GBM (IDH)-mutado, representa 10% dos casos,
estando intimamente relacionado ao GBM secundario, acometendo pacientes mais
jovens com idade média de 44 anos e com melhor progndstico. Sendo entédo, o
status de mutagdo da IDH um apoio para a classificacdo de glioma priméario ou
secundario. Quando o status da IDH do tumor ndo pode ser realizada, denomina-se

GBM néo especificado (Yan et al., 2009 e Louis et al., 2016).

14



Estudos demonstraram que mutacdes no gene da IDH poderiam conectar
mutacBes genéticas, reprogramacdo metabdlica e modulacdo epigenética com a
progressao tumoral. Foi observado que mutacdes no codon 132 ou 172 da IDH,
resultam em uma nova atividade enzimatica produzindo 2-hidroxiglutarato, que por
sua vez ira inibir a atividade de desmetilase do dominio Jumoniji e hidroxilase da
familia TET. Essa alteracdo confere um fendtipo metilado ao DNA das células
tumorais nas ilhas CpG (G-CIMP high), resultando em um estado inativo de genes
ligados a diferenciacéo celular, com isso, diminuindo a progresséo tumoral com uma
melhor sobrevida global (Xu et al., 2011 e Ceccarelli et al., 2016). Aléem disso, tem
sido demonstrado que uma mudanca no padrdo de metilacdo, resultando em sua
diminuicao, (G-CIMP high para G-CIMP low), mesmo com IDH-mutado, confere uma
progressao maligna e com menor sobrevida (Ceccarelli et al., 2016).

Gliomas do tipo IDH-selvagem ndo demonstram uma assinatura molecular
muito clara, inUmeras alteracBes genéticas e epigenéticas sdo encontradas nessa
subdiviséo. As principais alteracbes moleculares encontradas sdo a amplificacéo do
receptor do fator de crescimento ependimal (EGFR) e a variante Il do gene de
EGFR (EGFRuVIII), delecdo completa do alelo gl10, regido que codifica genes
supressores de tumor como PTEN / MMAC1 / TEP1 e amplificacdo dos genes do
Receptor do Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas tipo Alfa (PDGFRA)
(Verhaak et al., 2010 e Wood et al., 2019). Acredita-se que o aumento da sinalizagao
via EGFRUVIII ativaria a via de sinalizacdo PI3K-AKT-mTOR com consequente
acetilacdo de histonas, o que facilita uma configuracdo de cromatina aberta para
promover a expressao génica e progressao tumoral (Masui et al., 2020)

A avaliacdo da mutacdo no IDH se mostra de grande importancia, uma vez

que, na pratica clinica sera possivel identificar o glioblastoma em sua forma precoce,
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mesmo quando ndo apresenta as caracteristicas de alto grau por imagem ou
histopatologia (Wesseling e Capper 2018). Por outro lado, alguns autores discordam
dessa nova classificacdo, uma vez que, o tratamento padrdo para essa neoplasia,
independentemente de ser primario ou secundario, se baseia na utilizacdo de
temozolamida (TMZ), que n&o depende do status da IDH do tumor. Os
pesquisadores defendem que a identificacdo da metilacdo do gene promotor da
enzima O6-metilguanina-DNA metil-transferase (MGMT) seria um fator de

progndéstico mais util em pacientes com GBM (Sonoda 2020).

1.4 Tratamentos Padréo

O GBM é um dos tumores de tratamento mais desafiador, considerado
incuravel. A cirurgia continua sendo a primeira escolha para reduzir o volume do
tumor, desde que, a resseccao seja benéfica e ndo comprometa areas importantes
do cérebro. A cirurgia sozinha tem a capacidade de aumentar em apenas 3 a 6
meses a sobrevida dos pacientes, sendo entdo associada, sempre que possivel, a
radioterapia e/ou quimioterapia (McGirt et al., 2009). Atualmente a radiacao seguida
de temozolamida (TMZ), um agente alquilante de uso oral, tem sido utilizado como
tratamento padrédo para GBM, estendendo a sobrevida dos pacientes para 14 a 16
meses (Stupp et al., 2014). Apesar dos avancos cientificos e tecnolégicos das
tltimas décadas, pouco se avancou em relacao a tratamentos efetivos para GBM.

A radioterapia é iniciada em 3 - 6 semanas apos a cirurgia, dependendo da
recuperacdo do paciente, geralmente se aplica uma dose total de 60Gy em fracdes
diarias de 2Gy, 5 vezes na semana durante 6 semanas para pacientes com idade

inferior a 70 anos. Para pacientes com idade superior € recomendado radioterapia
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hipofracionada, uma vez que a radioterapia convencional ndo demonstra ser
eficiente para essa faixa etaria (Sulman et al., 2017).

A TMZ foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) em 2005
(Stupp et al., 2014), no Brasil a aprovagéo ocorreu em 2011 pela Agencia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Em relacdo ao uso de TMZ por pacientes do
Sistema Unico de Saude (SUS), cabe aos hospitais credenciados no SUS a sua
padronizacdo de medicamentos oncoldgicos, ou seja, a partir do momento que o
hospital € habilitado para prestar assisténcia oncologica pelo SUS, a
responsabilidade pelo fornecimento do medicamento antineoplasico é desse
hospital, seja ele publico ou privado, com ou sem fins lucrativos (Ministério da Saude
Nota Técnica 2721 de 2018.)

O tratamento com a TMZ é realizado por via oral iniciando com uma dosagem
diaria de 75 mg/m? por seis semanas, de forma concomitante com a radioterapia.
Em seguida, e de forma adjuvante, sdo administradas doses de 150 — 200 mg/m?
por cinco dias em intervalos de 28 dias durante 6 ciclos, denominada fase de
manuteng¢do. Em alguns casos o tratamento com TMZ pode durar mais de um ano
(Stupp et al., 2014). A TMZ é um pro-farmaco que sofre uma hidrélise espontanea
no plasma, gerando o metabdlito ativo MTIC (5-[3-metiltriazeno-1-illimidazol-4-
carboxamida), o efeito citotoxico deriva da metilacdo de sitios especificos do DNA,
ocorrendo com mais frequéncia as posi¢cdes N-7 ou O-6 dos residuos de guanina,
causando danos ao DNA que podem levar a morte celular nas fases G2/M (Strobel,
Baisch e Fitzel et al., 2019). A adicdo da TMZ melhorou a sobrevida média de 12,1
para 15,6 meses e sobrevida global em 5 anos de 1,9% para 9,8%. A TMZ sozinha

nao tem capacidade de aumentar significativamente a sobrevida dos pacientes,
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demonstrando a importancia da associacdo entre radioterapia e quimioterapia

(Stupp et al., 2005).
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Figura 2: Esquema de tratamento padrédo para pacientes recém diagnosticados com GMB. Apds a
cirurgia, a radioterapia é iniciada concomitantemente com a TMZ por 6 semanas, apos é iniciada a
administracdo de TMZ de forma adjuvante por 5 dias, com intervalo de 28 dias por 6 ciclos
completos. (Adaptado de Holdhoff e Grossman 2011.)

A enzima MGMT, de reparo ao dano no DNA, desempenha um papel
significativo na resisténcia a TMZ. Antes de se iniciar o tratamento com TMZ deve-se
observar os niveis de metilacgdo do gene promotor da MGMT, uma vez que,
pacientes que apresentam metilacdo desse gene possuem um silenciamento a nivel
epigenético dessa enzima, diminuindo a capacidade de reparo do DNA e
consequentemente aumentando a suscetibilidade a TMZ (Yu et al., 2020). Um
estudo de fase Ill, em uma andlise secundaria dos dados, demonstrou que pacientes
com a metilagcdo do gene promotor da MGMT, quando tratados com TMZ, tem um
aumento de sobrevida de 21,2 meses comparado a 14 meses dos que nao possuem
metilacdo, comprovando que o status de metilacdo da MGMT € um fator prognéstico
para esses pacientes (Gilbert et al., 2013). Para pacientes sem metilagdo no
promotor o tratamento com TMZ é desaconselhado, devendo ser feito com outros
guimioterapicos, normalmente utilizando Carmustina ou esquema PVC

(Procarbazina, Lomustina, Vincristina) (Stewart 2002).
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Independente da terapia padréo adotada grande parte dos pacientes ira
evoluir invariavelmente ao Obito ou recidiva. Esse prognostico ruim se deve, em
parte, a resisténcia desenvolvida por esses tumores aos tratamentos disponiveis e 0
desenvolvimento de mecanismos para o0 efluxo de drogas, demonstrando a
necessidade de estudos que tentem esclarecer os mecanismos envolvidos nesse
processo.

Ainda s&o necessarios muitos estudos para definir as melhores abordagens
terapéuticas para o tratamento do GBM. Usando buscas no ‘clinicaltrials.gov’ (base
de dados da Biblioteca Nacional de Medicina dos Estados Unidos, que contém
estudos clinicos conduzidos em todo o mundo), existem 1500 estudos para
glioblastoma registrados no mundo todo. Quando pesquisado para o Brasil, existem
apenas 9 estudos, sendo que, apenas 1 estd em andamento. Essa discrepancia
demonstra a necessidade do pais em desenvolver sua pesquisa basica e assim

progredir para os ensaios clinicos.

1.5 Tratamentos ndo padréo e inovadores

GMB recorrente e resistente a TMZ pode ser tratado com Bevacizumabe, um
anticorpo monoclonal que inibe a acdo do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), de forma a inibir a angiogénse tumoral e consequentemente seu
crescimento. Apesar de ter seu uso aprovado para o tratamento de GBM recorrente,
o Bevacizumabe ndo aumenta significativamente a sobrevida global dos pacientes
guando comparado a Lomustina (Wick et al., 2017 e Gramatzki et al.,, 2018). Em
pacientes com GBM recém diagnosticado, demonstrou ndo aumentar a sobrevida

global quando comparado ao tratamento padrdo, além de estar associado a uma
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maior chance de eventos adversos, ndo sendo recomendado na pratica clinica
nesses casos (Gilbert et al., 2014).

Nimotuzumabe €é um anticorpo monoclonal que inibe EGFR, receptor
altamente expresso em GBM, que facilita a angiogénese e a divisdo celular
(Solomon et al., 2013). Estudos de fase Ill ndo demonstraram um aumento na
sobrevida global de pacientes tratados com Nimotuzumabe, TMZ e RT quando
comparado aos que receberam TMZ e RT, mas curiosamente apresentou uma maior
eficacia em pacientes sem metilacdo no gene da MGMT (perfil de resisténcia)
(Westphal et al., 2015).

“Tumour-treating fields” (TTF) € um novo método de tratamento n&o invasivo
destinado a inibir o crescimento tumoral com o auxilio de campos elétricos
alternados em uma frequéncia de 100 a 200 kHz aplicados a partir de matrizes
fixadas na cabeca dos pacientes, a qual deve estar raspada. A terapia TTF pode ser
auto-administrada, recomendado por 18 horas diarias durante a fase de manutencéao
da TMZ (Mittal et al., 2018). Em um estudo de fase Ill o tratamento com TTF foi
capaz de aumentar a sobrevida média para 20,9 meses, enquanto que, para TMZ
sozinha foi de 16 meses. TTF demonstra eficacia e boa tolerabilidade com poucos
efeitos adversos observaveis, mas possui um alto custo associado, normalmente
nao coberto pelos planos de saude dificultando a adeséo (Zhu et al., 2017).

Dentre as terapias mais promissoras na area do cancer, estdo sem duvida, as
imunoterapias, em especial os inibidores de "checkpoint, que jA demonstraram
eficacia no tratamento de diversos tumores soélidos, como cancer de pulmao,
préstata, mama, colorretal, renal, pancreatico e melanoma (Johnson et al., 2017).
Essa terapia se baseia na inibicdo de receptores de superficie e/ou seus ligantes,

que regulam negativamente os linfécitos T, diminuindo sua capacidade de montar
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uma resposta antitumoral robusta. Em células normais essas vias sdo necessarias
para atenuar respostas auto-imunes, mas no cancer promovem um escape tumoral
a resposta imune. Os inibidores de checkpoint mais estudados incluem; Ipilimumabe,
inibidor da Proteina-4 Associada a Linfocitos T Citotoxicos (CTLA-4), Nivolumabe,
inibidor da Proteina de Morte Celular Programada 1 (PD-1), presente nos linfocitos T
citotoxicos e Atezolizumabe, um inibidor do Ligante de Morte Programada 1 (PD-L1)
presente em células normais e tumorais (Desai et al., 2019). Infelizmente, os
resultados iniciais dos inibidores de checkpoint para glioblastoma néo
corresponderam as expectativas (Kelly et al.,, 2020). Um estudo de fase | com
pacientes de glioblastoma recorrente tratados com Nivolumabe sozinho ou em
combinacdo com Ipilimumabe, a sobrevivéncia média foi de 10,4 meses com
Nivolumabe sozinho e 7,3 meses para Nivolumabe combinado com Ipiliumabe, além
disso, a combinacdo ndo foi bem tolerada por 20% dos pacientes, levando a
descontinuacdo (Omuro et al., 2018). Um estudo de fase Ill demonstrou que
Nivolumabe ndo melhora a sobrevida quando comparado com o Bevacizumabe,
(inibidor de VEGF) aprovado para tratamento de glioblastoma recorrente (Reardon et
al., 2017). Alguns autores vém atribuindo as falhas de sucesso dos inibidores de
checkpoint ao uso concomitante de glicocorticéides, que estariam suprimindo a
ativacao dos linfocitos (Kelly. W.J. e Gilbert. M. 2020) outros autores, alegam que a
grande concentracdo de adenosina presente nesses tumores esta causando
imunossupressao e que a inibicdo das vias adenosinérgicas serdo indispensaveis
para os tratamentos oncoldgicos no futuro (Chen et al., 2019).

Como foi demonstrado nos paragrafos anteriores, nenhuma terapia, por mais
promissora, conseguiu aumentar a sobrevida média em mais de dois anos. Existem

varios desafios envolvidos no tratamento de pacientes com GBM que podem
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explicar os insucessos das terapias. Esta cada vez mais claro que o glioblastoma
otimiza seu microambiente tumoral para ativar vias de sinalizacdo celular e assim
promover angiogénese, resisténcia celular, ativo efluxo de drogas no SNC,
imunossupressao, migracdo e invasdo do parénquima. Algumas dessas vias de
sinalizacdo, tdo bem orquestradas pelo glioblastoma, serédo discutidas nos topicos

que seguem.

1.6 Sistema Purinérgico

A sinalizacao purinérgica é uma rota de sinalizacdo comum entre células, que
compreende 0s nucleotideos (principalmente trifosfato de adenosina, ATP) e
nucleosideos (principalmente adenosina) como sinalizadores extracelulares
neuronais e nao neuronais, onde estes podem desenvolver diferentes respostas de
curto e longo prazo mediado por receptores especificos (Burnstock, 2007).

O ATP bem como seus derivados sdo moléculas sinalizadoras encontradas
em diversos organismos e desenvolvem suas respostas no meio intracelular como
molécula energética das células, substrato de enzimas e sinalizador para diversas
vias metabolicas (Burnstock, 2006). Essas moléculas podem ser liberadas para o
meio extracelular por diferentes mecanismos fisiol6gicos, como: exocitose, difuséo,
por transportadores especificos ou extravasadas devido a lise celular, em condi¢cfes
patolégicas (Verkhrasky et al., 2009). Quando se encontram no meio extracelular,
participam de inUmeros processos biologicos, incluindo neurotransmisséo, contracao
de musculo liso, resposta imunoldgica, agregacéao plaquetéria, dor, inflamacéo entre
outras fungdes (Burnstock, 2007). J& € bem demonstrado na literatura, que além dos

processos fisioldgicos citados anteriormente, o ATP pode estimular a mitogénese e a
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proliferacdo celular (Lemmens et al., 1996) bem como, causar efeitos citostaticos e
citotéxicos em células tumorais (Dombrowski et al., 1993).

Apos a liberacdo para o meio extracelular, o ATP e outros nucleotideos sao
metabolizados aos seus respectivos nucleosideos pela acdo das ecto-nucleotidases,
essas enzimas estdo presentes na membrana celular e desempenham um
importante papel na regulacdo da concentracdo dos nucleotideos e nucleosideos no
meio extracelular, consequentemente, regulam as respostas bioldgicas mediadas
pelos purinoreceptores (Lemmens et al., 1996).

A familia das ecto-nucleotidases € composta pelas seguintes enzimas: E-
NTPDases (ecto-nucleosideo trifosfato difosfoidrolases), as E-NPPs (ecto-
nucleotideo pirofosfatases/fosfodiesterases), fosfatase alcalinas e a ecto-5'-
nucleotidase (e5NT/CD73), a qual catalisa a ultima etapa dessa via, hidrolisando o
AMP até adenosina (Zimmermann, 2012).

A familia das E-NTPDases, € composta por oito membros, que foram
nomeados NTPDasesl1-8. As NTPDasel,2,3 sao expressas no cérebro de
mamiferos e diferem pela preferéncia ao substrato, como por exemplo, podemos
citar a NTPDasel, hidrolisa igualmente nucleosidios di- e tri-fosfatados, ja a
NTPDase2, demonstra uma clara preferéncia por nucleosideos tri-fosfatados. O ATP
extracelular também pode ser metabolizado diretamente a AMP pela acédo das E-
NPPs, essa familia é constituida por 7 enzimas, mas apenas NPP1-3 estdo
envolvidas na sinalizag&o purinérgica (Bergamin et al., 2012).

A etapa final da hidrolise do ATP é catalisada pela eSNT/CD73, gerando
adenosina a partir do AMP resultante da hidrolise do ATP e ADP pela agéo das E-
NTPDases ou NPPs (Bergamin et al., 2012). A adenosina liberada exerece seus

efeitos via ativacdo de receptores especificos e pode ser metabolizada a ionosina
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pela acdo da ecto-adenosina desaminase (ADA) ou ainda ser captada pelas células

para a via de salvacéo das purinas.
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Figura3: Visdo geral da sinalizacao purinérgica. O sistema purinérgico € composto pelos receptores
P.x, P,y € P4, e pela familia das ecto-nucleotidases que esta representada pela NTPDase-1 (CD39),
ENPPs, Fosfatase Alcalina (ALP) e a ecto-5’-nucleotidase (CD73). O ATP pode ser liberado da
célula por diversos mecanismos e no meio extracelular pode atuar nos receptores P,x ou P,y ou,
ainda, ser hidrolisado pelas ecto-nucleotidases até adenosina. A adenosina pode atuar nos
receptores P1 (A;, Ao, Ag € Az) ou retornar ao citoplasma celular pelos transportadores de
nucleosideo (ndo mostrado) ou, ainda, ser desaminada e metabolizada por acdo da ADA. (adaptado
de Vijayan et al., 2017)

Essas moléculas sinalizadoras, geradas pelas ecto-nucleotidases, tém seus
efeitos mediados através da interagdo com diferentes receptores presentes na
membrana das células, denominados purinoreceptores (Burnstock, 2007). Cada
receptor possui uma sensibilidade especifica aos nucleotideos e nucleosideos
extracelulares. Existem caracterizadas duas familias de receptores, os receptores P1
e P2. Os receptores P1 séo ligantes de adenosina e sdo divididos em 4 grupos: Aj,
Aza, Azg € Az, todos acoplados a proteinas G. Estes receptores diferem entre si pela
concentracdo de adenosina necessaria para ativar cada receptor, sendo A; e Apa,

de alta afinidade, ativados em baixas concentragbes (Kd 70 e 150nM,
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respectivamente) e A,z € Az de baixa afinidade, ativados apenas por altas
concentracbes de adenosina (Kd 5100 e 6500nM respectivamente). O tipo de
proteina G acoplada também difere entre os receptores. A,a € Agg estdo ligados a
proteina G estimulatéria (Gs), aumentando os niveis de AMP¢ e 0s receptores A; e
Az estéo ligados a proteina G inibitoria (Gjg), inibindo a enzima adenilato ciclase e
diminuindo os niveis de AMPc (Jacobson et al., 2006).

Os receptores P2 sdo sensiveis principalmente ao ATP/ADP e séao
subdivididos em duas grandes familias: P2X: canais i6nicos dependentes de ligante
(receptores ionotropicos) e P2Y: metabotropicos, acoplados a proteinas G. Os
receptores P2X sdo sensiveis ao ATP e até o momento foram identificados sete
exemplares dessa familia (P2X; - P2X7). Os P2Y sao sensiveis a ATP, ADP e UTP e
foram identificados oito membros da familia dos receptores P2Y (P2Y124611,1213,14)

(Zimmermann, 2006 e Burnstock 2007).
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Figura 4: Receptores Purinérgicos P1 e P2, com énfase no subtipo de proteina G acoplada aos
receptores metabotrépicos. (Adaptado de Glioma Signaling 2% ed, 2020)
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1.7 Ecto-5'-nucleotidase e o Cancer

Como descrito acima, a e5NT/CD73 hidrolisa o AMP até adenosina. Esta
enzima esta acoplada a membrana plasmatica por uma &ancora lipidica de
glicosilfosfatidilinositol (GPI). O sitio de catalise esta voltado para o meio extracelular
e sua atividade é dependente de céations divalentes, como o Mg?*, podendo ser
inibida competitivamente por ADP, ATP e 5'-a,B-metileno-ADP (APCP), o qual € um
analogo de ADP n&o metabolizavel (Zimmermann, 2001). A eSNT/CD73 é altamente
expressa em diversos tumores solidos, tais como: carcinoma mamario (Cambolat et
al, 1996), colon, pulmao, ovéario (Su et al, 2001) e gliomas (Bardot et al, 1994;
Bavaresco et al., 2008) e seus niveis de expressdo podem ser relacionados com a
malignidade do tumor (Spychalla 2000). A adenosina formada pela e5NT/CD73
desempenha um importante papel no escape-imuno tumoral, ha angiogénese e na
resisténcia tumoral. Além da funcéo enzimatica a eSNT/CD73 pode atuar como parte
da adesado e interagdo com a matriz extracelular (MEC), mediando o poder de
invasdo e as propriedades metastaticas dos tumores, portanto, tanto as funcdes
enzimaticas como ndo enziméaticas da e5NT/CD73 estdo envolvidas com a
progressao do cancer (Zhou et al, 2019).

Em relacdo ao desenvolvimento tumoral promovido pela e5NT/CD73, é
descrito na literatura, para um modelo de melanoma, que a superexpressao de
e5NT/CD73 em células tumorais pode promover o crescimento tumoral in vivo e por
outro lado camundongos deficientes de CD73 tem um crescimento tumoral atenuado
(Yegutkin et al., 2011). Além disso, estudos demonstraram que o0 aumento da
expressao de eSNT/CD73 em pacientes com cancer de colorretal estava associada
a um pior prognéstico (Wu et al, 2012). Em nosso grupo de pesquisa,

desenvolvemos diversos trabalhos em relacdo aos gliomas e e5NT/CD73, que
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corroboram com as deducbes apontadas anteriormente. Verificamos que gliomas
apresentam um aumento da atividade da e5NT/CD73, comportamento oposto as
células analogas normais, os astrocitos (Wink et al., 2003). Demonstramos também
que quando tratados com ATP e adenosina, diferentes linhagens de glioma
aumentam sua proliferacdo (Morrone et al., 2003). E comprovamos efetivamente a
relacdo da eSNT/CD73 no processo de sobrevivéncia e propagacdo dos gliomas
(Bavaresco et al., 2008). Todas as evidéncias citadas anteriormente demonstram a
estreita relacdo entre a expressdao da e5NT/CD73 e a malignidade de tumores

originados da glia.

1.8 Ecto-5'-nucleotidase e sua funcao protéica

Quando uma célula tumoral adquire um fendtipo que chamamos "invasivo",
significa que essa célula diminui sua habilidade de adesédo célula-célula e aumenta
sua capacidade de migracao, caracteristicas que também séo pré-requisitos para a
metéstase (Coussy et al., 2019). A eSNT/CD73 tem suas atividades enzimaticas e
ndo-enziméaticas relacionadas a malignidade de diversos tumores. Quando falamos
sobre fungcbes ndo enzimaticas, estamos relacionando as atividades desenvolvidas
pela CD73 apenas como proteina, sem a necessidade de ativacdo e que nédo é
inibida com o bloqueio do centro catalitico. Por ser uma proteina ancorada na
membrana das células a e5SNT/CD73 tem a capacidade de modificar a interacao
célula-célula e de interagir com a MEC, um fator importantissimo no processo de
invasdo e metastase de tumores (Hu et al., 2019). A literatura disponivel na
atualidade tem demonstrado essa estreita relacdo. Um estudo coordenado por Zhao-
Wei Gao na china, demonstrou que a eSNT/CD73 promove a migracdo em células

de cancer cervical pelo aumento da sinalizacdo das vias EGFR/Akt e VEGF/Akt e
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gue essa migracdo nao € diminuida com o uso de APCP (inibidor especifico da
atividade enzimatica da e5NT/CD73) (Gao et al., 2017). Outro estudo identificou a
e5NT/CD73 como reguladora chave na transicéo epitélio-mesenquimal no cancer de
vesicula biliar, ajudando a promover a invasédo das células tumorais (Xiong et al.,
2014). Utilizando linhagens de melanoma, Sadej e colaboradores (2012) observaram
que a funcdo enzimatica da e5NT/CD73 estaria envolvida principalmente com o
processo de invasdo e a acdo nao enzimatica promovendo a migracao,
demonstrando que a e5NT/CD73 atuaria em diferentes estagios da metastase.
Estudos in vivo também demonstram essa associacdo, um trabalho realizado por
Stagg e colaboradores (2011), verificou que camundongos deficientes de
e5NT/CD73 eram resistentes a modelos de metastases de pulméo e que a auséncia
de eSNT/CD73 estava relacionada com um aumento das células T efetoras nos
sitios tumorais. Seguindo a mesma linha, outro estudo realizado na Finlandia relatou
gue camundongos deficientes de e5NT/CD73 tinham a progressédo e formacéo de
metastases diminuida para um modelo de melanoma (Yegutkin et al., 2011). J& no
cenario dos estudos com humanos, um estudo de coorte retrospectivo de pacientes
com melanoma, relacionou o aumento de mRNA da e5NT/CD73, por regulacéo
epigenética, com a maior chance de metastases nas visceras e no cérebro (Wang et
al.,, 2012). Todas as evidéncias citadas anteriormente demonstram que a
e5NT/CD73 contribui significativamente para o processo de invasdo e metastase em
diversos tumores. Entretanto, as vias de sinalizacdo envolvidas durante esse
processo ainda nao foram completamente elucidadas. Alguns demonstram ser
independente da atividade enzimatica e formacdo de adenosina, estando
relacionado com o aumento da sinalizagéo das vias EGFR/Akt e VEGF/Akt (Gao et

al., 2017). Por outro lado, foi demonstrado que a promog¢&o da migragcéo ocorre via
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adenosina e ativacdo do receptor A2 promovendo o aumento da expressdo de
MMP2, MMP9 e Vimentina (Azambuja et al., 2018). E importante perceber nesse
ponto que uma possibilidade n&o exclui a outra, podendo atuar de forma
complementar.

No contexto dos gliomas, sabemos que esse tipo tumoral € localmente
invasivo desde o inicio da doenca e progressivamente torna-se intercalado com o
parénquima cerebral normal, o que torna a resseccdo completa tecnicamente
impossivel. De maneira geral os gliomas permanecem como tumores locorregionais,
sendo as metastases extremamente raras, ocorrendo em torno de 0,5% dos casos e
normalmente ap0s a cirurgia, mas metastases espontaneas podem acontecer
(Cunha e Maldaun 2019). Apesar de raro, os gliomas malignos sdo capazes de
crescer em locais que ndo o cérebro. Acredita-se que um dos motivos para essa
baixa observacdo de formacdo de metastases seria a sobrevida tdo curta desses
pacientes, ndo sendo um tempo habil suficiente para as células metastizarem para
sitios extracraniais (Beauchesne 2011). As metastases oriundas de GBM
normalmente ocorrem nos linfonodos, ossos, figado e pescoco, sendo o figado o
sitio com o pior prognéstico. Ainda ndo se compreende bem o contexto no qual
ocorrem as metastases pelos gliomas, nem o motivo pelo qual esse tumor é téao
invasivo mesmo nos estagios iniciais da doenca (Cunha e Maldaun 2019). Se faz
necessario entender melhor os mecanismos envolvidos no processo de migracao e
invasao tecidual a partir da transicao epitélio-mesenquimal para entdo compreender

0S passos seguintes da metastase.

29



1.9 Ecto-5'-nucleotidase e sua funcdo enziméatica na resisténcia a drogas

Por possuir uma taxa de crescimento acelerada, o crescimento do GBM néo
coincide com um aumento de nutrientes e oxigénio para manutencdo das células
cancerigenas. A formacdo de novos vasos sanguineos ocorre lentamente, o que
limita o fornecimento de oxigénio e nutrientes a certas zonas do tumor. Como
consequéncia, parte do tecido tumoral torna-se hipdéxico e necrotico, criando um
nicho para a liberagcdo de diversos fatores que modulam o comportamento das
células vizinhas (Bar EE. 2011). Essa afirmacdo pode parecer controversa, pois
guando observado histologicamente o GMB é altamente vascularizado, o que ocorre
€ que a vascularizacdo de um tumor sucede de forma desorganizada, apresentando
anomalias graves na formacédo de vasos sanguineos, incluindo ocluséo e a presenca
de um fluxo sanguineo lento e ineficiente (Dewhirst et al., 1996 e Vaupel et al., 1989)

Véarios estudos mostraram que a hipdxia promove quimiorresisténcia em
células de GBM através da expressdo de proteinas e ativacdo de multiplos
mecanismos de resisténcia a drogas. Foi observado, por exemplo, que a proteina
pré-apoptética Bad sofre modificagdo em condi¢des hipoxicas e altas concentracfes
de adenosina, isso protegeu as células de GBM contra os efeitos apoptéticos do
paclitaxel (Merighi et al., 2007). Vias de inibicAo da apoptose devido a hipoxia
também foram estudadas por Hsieh e colaboradores (2015), que evidenciaram que 0
microambiente hipdxico do tumor aumenta a expresséo e funcéo de Livina (proteina
anti-apoptoética) promovendo escape da apoptose e resisténcia a radiacdo ionizante
e temozolomida em GBM (Hsieh et al., 2015). Um estudo utilizando tecido de GBM
de diferentes zonas do tumor, observou que existe um aumento da expressao da

enzima prominin-1 (CD133) com consequente aumento da expressao de MGMT,
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demonstrando que células de regido de hipdxia sdo mais resistentes ao tratamento
com TMZ quando comparadas com células da periferia (Pistollato et al., 2010).

Embora saibamos que existe uma relacdo entre baixa oxigenacdo e o
desenvolvimento de quimioresisténcia em GBM, os mecanismos pelos quais esse
fendbmeno ocorre ainda ndo sdo completamente compreendidos. Por tanto, o estudo
das vias que sado ativadas durante a hipoxia € extremamente relevante para o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. Nesse contexto, dentre 0s sinais
emitidos durante a hipoxia, os mediados por adenosina, parecem ter um papel
fundamental, visto que a concentracdo desse nucleosideo estd aumentada nessas
regibes (Kumar et al.,, 2013) e a sinalizacdo mediada por adenosina ja foi
correlacionada com a ativacdo de mecanismos multiplos de resisténcia a drogas
(Uribe et al., 2017)

Com a finalidade de comprovar a relacdo da eSNT/CD73 com aumento dos
niveis de adenosina e consequente desenvolvimento de quimioresieténcia, um
estudo promoveu a inibicdo da e5NT/CD73 utilizando o APCP. Ao promover a
inibicdo os autores deste trabalho verificaram uma diminuicdo da expressédo e da
atividade de MRP1 (proteina associada a resisténcia a multidrogas 1) o que resultou
em aumento de sensibilidade a Vincristina. Eles observaram também que o receptor
Az apresentou 0 maior nivel de expressao dentre os quatro receptores de adenosina,
e sua inibicdo produziu uma diminuicdo da expressdo e atividade do MRP1
(Quezada et al.,, 2013). Um estudo in vivo realizado nos EUA demonstrou que
camundongos deficientes de eSNT/CD73, em um modelo de GBM, desenvolviam
tumores de tamanho reduzido, com menos vasos sanguineos e menos invasivos e
que esses tumores tinham uma expresséo reduzida em 20x do receptor A;a quando

comparado com o grupo controle. Além disso, também verificaram que ao inibirem o
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receptor Aza as células tumorais tornavam-se mais sensiveis ao tratamento com
TMZ (Yan et al.,, 2019). Outro estudo in vivo, verificou que para um modelo de
cancer de mama triplo-negativo a superexpressdo de e5NT/CD73 estava
relacionada ao desenvolvimento de resisténcia a Doxorubicina via ativacdo de Asa €
gue o bloqueio da eSNT/CD73 promoveu aumentos dos efeitos esperados para este
farmaco e prolongou a sobrevida dos camundongos (Stagg et al., 2010). Portanto,
considerando todas as evidéncias presentes na literatura, as vias adenosinérgicas
representadas por: CD73/As/AaA/MRP1 podem ser postuladas como potencial alvo

terapéutico em células quimiorresistentes.

1.10 Cultivo celular utilizando células C6 de glioma de rato

O cultivo celular é amplamente utilizado na pesquisa basica por ser um
modelo de execucdo simples e rapido e de baixo custo, que serve como teste
precedente aos testes in vivo, permitindo refinar o modelo experimental e muitas
vezes produzem resultados bioequivalentes.

As células da linhagem C6 foram desenvolvidas por Philipe Brenda em 1968,
através da administracdo repetida de metilnitrosuréia em ratos Wistar-Furth adultos
(Brenda et al, 1968). Essas células apresentam diversas semelhancas ao
glioblastoma humano. Por exemplo, a nivel histolégico, quando implantadas em
cérebros de ratos Wistar € possivel verificar regides de invasdo do tecido cerebral,
semelhante a infiltracdo difusa padrdo observada no glioblastoma. Ao nivel celular,
tumores oriundos das células C6 produzem areas de necrose, diversas areas com
polimorfismo nuclear e altas taxas de mitose (Chicoine e Silbergeld, 1995, Jacobs et
al., 2011). Com isso, as células da linhagem C6 tém sido muito utilizadas nos ultimos

anos como modelo de glioma para investigar e eficacia de novas terapias e
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compreender melhor como os tumores se comportam e se desenvolvem (Jacobs et
al., 2011)

E demonstrado que a célula C6 muda suas caracteristicas de acordo com o
namero de passagens em cultura. As células C6 de altas passagens exibem
morfologia, resposta a estimulos, taxa de crescimento e expressao de proteinas
diferentes da C6 de baixa passagem (Parker et al., 1980). Foi verificado que em C6
de baixa passagem, a enzima fosfohidrolase ciclica, marcadora de oligodendrdcito, é
altamente expressa, em oposicdo a glutamina sintetase (GS), marcadora de
astrocitos, que € pouco expressa. Essa relacdo se inverte para C6 de alta
passagem, comprovando que essas células exibem propriedades astrocitarias com o
aumento das passagens (Mangoura et al., 1989). Foi descrito também que C6 de
baixa passagem sdo mais glioblasticas e menos diferenciadas quando comparadas
com a de alta passagem (Mangoura et al., 1989). As células C6 de alta passagem
apresentam elevados niveis de atividade de GS e elevada secrecdo de S100B,
essas propriedades bioquimicas também sdo exibidas em cultura primaria de
astrocito (Kazazoglou et al.,, 1996 e Quincozes-Santos et al., 2010). Portanto, as
células de glioma C6 de baixa passagem tem sido amplamente utilizadas como
modelo de glioblastoma, em oposicdo, as células C6 de alta passagens tém sido
descritas na literatura como um bom modelo de astrécito para investigar o ciclo de
glutamato-glutamina, a secrecao glial de neuromoduladores e os transportadores de

aminodacidos excitatérios (Leivas et al., 2014).
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2. OBJETIVO

OBJETIVO GERAL

Diante dos dados apresentados e considerando que células C6 de alta passagem
qguando implantadas em cérebros de ratos desenvolvem tumores menores do que
células C6 de baixa passagem (Campesato, 2010), o presente trabalho visa
investigar se ha diferenca nos parametros de malignidade celular e na atividade e
expressdo da eSNT/CD73 nas células de glioma C6 de alta passagem em relagédo as
células C6 de baixa passagem, bem como, a relacdo da e5SNT/CD73 com a
resisténcia celular em linhagens de glioma humano em avaliagbes de curto e longo

prazo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Verificar o perfil de hidrélise do ATP, ADP e AMP nas células C6 de alta e
de baixa passagem,;
2. Verificar a expressao proteica da eSNT/CD73 e das NTPDases nas células
C6 de alta e baixa passagem;
3. Verificar a capacidade proliferativa das células C6 de alta e baixa
passagem;
4. Avaliar o comportamento das células C6 de alta e baixa passagem em
ensaios de malignidade in vitro de adesao e migragao;
5. Verificar o perfil de sensibilidade das células U138 e U251 frente a

temozolamida;
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6. Verificar as concentracdes de APCP necessarias para inibir a atividade da
e5NT/CD73 por pelo menos 24 nas células U138 e U251,
7. Avaliar se a inibicdo da e5SNT/CD73 modifica o perfil de sensibilidade a

TMZ nas linhagens U138 e U251 em avalia¢cGes de curto e longo prazo;
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4. DISCUSSAO GERAL

Os GBMs sao tumores astrociticos malignos de classe IV, segundo a
classificacdo da OMS, e representam os tumores cerebrais mais frequentes em
adultos. Apesar de ser um cancer de baixa prevaléncia, estimada em 1/100.000, o
GBM desperta grande interesse na pesquisa cientifica e clinica médica, devido a
baixa sobrevida média dos pacientes diagnosticados (WHO, 2018). O tratamento de
primeira linha € a cirurgia, tanto para confirmar o diagndstico por uma bidpsia,
guanto para remover o quanto for possivel de tumor. A remocdo completa é
raramente exequivel, devido a uma das principais caracteristicas desse tumor; a alta
taxa de infiltracdo do parénquima cerebral, mesmo em casos iniciais da doenca. O
tratamento é entdo completado com radioterapia combinada com quimioterapia,
normalmente TMZ ou nitrosureas. Em termos de sobrevida, os tratamentos pos
cirurgia oferecidos séo significativos, mas continuam bastante modestos, portanto, o
prognostico para pacientes com essa patologia segue desfavoravel mesmo com
todos os avancos tecnoldgicos (Johnson e O'Neill 2012)

Entre as alteracBes patologicas que conferem potencial invasivo as células
tumorais, a sinalizacdo purinérgica por meio de seus nucleotideos, nucleosideos,
receptores e ectonucleotidases (NTPDases, NPPs e e5NT/CD73), tem emergido
como um componente importante nessa complexa troca de informacdes no
microambiente tumoral. Diversos estudos na literatura demonstraram tanto in vitro, in
VIVO e ex Vvivo, que estas vias de sinalizac&o estdo potencialmente envolvidas com a
progressao do glioblastoma (Braganhol et al., 2013). Gliomas apresentam uma baixa
expressao de todas as NTPDases, quando comparado com os astrocitos em cultura,
além disso, é sabido que a e5NT/CD73 é altamente expressa em gliomas e que o

aumento de sua atividade esta relacionado com a proliferacdo dessas células
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(Bavarescoet al., 2008). Mais recentemente a e5NT/CD73 tem sido sugerida como
um novo imuno checkpoint, devido a formag¢do de adenosina (produto da reacéo
enzimatica) que promove a progressdo tumoral por suprimir a resposta imune
antitumoral e promover angiogénese (Chen et. al., 2019). Ademais, tem sido
atribuido a e5NT/CD73 outras funcbes nao estritamente relacionadas com sua
atividade enziméatica, como a adeséo entre células e célula a matriz extracelular
influindo nos processos de migracdo e invasao tumoral (Zhang 2012). Neste
contexto, a busca pela compreensédo do papel desses complexos mecanismos de
sinalizacdo na progressao e resisténcia tumoral continua sendo o foco de diversas
pesquisas.

Previamente, nosso grupo de pesquisa verificou que células de glioma C6
implantadas em cérebros de ratos quando silenciadas para e5NT/CD73 nao
produzem massa tumoral, enquanto que o implante de células C6 (com baixas
passagens em cultura) desenvolvem um tumor de dimensdo e caracteristicas
histopatolégicas de glioblastoma. Verificamos também que ao serem implantadas
células C6 de altas passagens no tecido cerebral de ratos, tumores menores foram
desenvolvidos e observamos que estas mesmas células possuiam atividade
AMPésica consideravelmente menor que células C6 de baixas passagens,
demonstrando uma interessante correlacdo entre atividade de e5NT/CD73 e
crescimento tumoral (Campesato, 2010). Células C6 de baixa passagem sao
largamente utilizadas na pesquisa para estudar o comportamento do glioblastoma,
entretanto, células C6 de alta passagem apresentam algumas semelhancas com
astrocitos em cultura. Desse modo, na primeira parte da presente Dissertacao,

buscamos melhor compreender o envolvimento da e5SNT/CD73 nas propriedades
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malignas de linhagens C6 de ratos de alta e baixa passagens e a relacdo com a
progressao tumoral.

Primeiramente, nos caracterizamos o perfil de atividades ATPasica, ADPasica
e AMPasica nessas células C6. Como pode ser observado as linhagens possuem
um perfil semelhante de hidrélise dos nucleotideos ATP e ADP. Por outro lado, como
esperado, as células C6 de alta passagem possuem uma menor capacidade em
hidrolisar o AMP quando comparadas com as células C6 de baixa passagem.
Corroborando com esse resultado, a analise da expressdo das enzimas utilizando
anticorpos especificos, por citometria de fluxo demonstrou que ambas as linhagens
possuiam um perfil de expressdo das NTPDases muito semelhante, com uma
expressdo baixissima de NTPDasel, NTPDase2 e NTPDase3. Os graficos
apresentados podem nos dar a falsa impressdo de que poderia existir uma diferenca
entre as linhagens, mas isso de fato ocorreu pela expresséo ser tdo baixa que uma
pequena diferenca numérica pode parecer uma diferenca estatistica, mas
certamente essas minimas diferencas numéricas ndo seriam suficientes para
incrementar a atividade biolégica. Além do mais, em relacdo a porcentagem de
células marcadas com os anticorpos, tanto as células C6 de baixa passagem quanto
as de alta passagem, possuem uma maior expressdao de e5NT/CD73 do que
qualquer uma das NTPDases. A principal diferenca apresentada entre as linhagens
€ notavelmente a expressdo da e5NT/CD73. Foi possivel perceber que as células
C6 diminuem a expresséao proteica da eSNT/CD73 com o aumento do numero de
passagens.

Assim, sabendo que: a eSNT/CD73 esta envolvida na proliferacédo de gliomas,
uma vez que foi demonstrado que a atividade e expressao dessa enzima se elevam

de acordo com o aumento da confluéncia celular em linhagens de glioma e que do
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contrario, a inibicdo da e5NT/CD73 por APCP, inibidor especifico da enzima, leva a
uma menor proliferacdo (Bavaresco et al.,, 2008) e que, a adenosina extracelular
formada desempenha um importante papel no crescimento tumoral, angiogénese,
resisténcia e imunossupressao, decidimos avaliar se a diferenca de expressdo da
e5NT/CD73 poderia alterar a capacidade proliferativa dessas células. Em nossa
avaliacao de Ki67, importante marcador de proliferacdo celular, verificamos que em
48h as células C6 de alta passagem apresentaram uma vantagem proliferativa e que
ao logo do tempo em cultura as células apresentam capacidades proliferativas muito
semelhantes, demonstrando que a maior expressdo da e5NT/CD73 nas células de
baixa passagem, ndo é determinante para o crescimento celular in vitro. Por outro
lado, a adicdo de AMP 50 uM foi capaz de aumentar a proliferacdo celular apenas
nas células C6 de baixa passagem, demonstrando que nesta linhagem a presenca
de e5NT/CD73 e consequente formacdo de adenosina sdo fundamentais para
modificar seu perfil de crescimento.

A formacgéo de adenosina pode ser uma das explicagdes da importancia da
e5NT/CD73 na progressao dos tumores, diversos estudos tém demonstrado que a
e5NT/CD73 pode regular processos como migracdo e invasdo por vias
adenosinérgicas. Por outro lado, alguns estudos na literatura relatam que a
e5NT/CD73 pode promover a invasao por vias que ndo dependem de sua atividade
enzimatica, mas sim por ser uma proteina ancorada na membrana das células e ter
capacidade de modificar a interacdo célula-célula e de interagir com a MEC. A
invasdo das ceélulas de glioma no tecido normal é um processo multifatorial que
consiste nas ceélulas malignas primeiramente aderidas entre si, desprenderem-se,
aderir-se nos componentes da matriz extracelular, seguido de protedlise desses

componentes e migragao para outras regides (Engbring e Kleinman, 2003). Por essa
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razdo, como parte da caracterizacdo das células C6, nos decidimos investigar se a
e5NT/CD73 estaria relacionada com tais parametros de malignidade in vitro. Em
nossas condi¢cdes experimentais verificamos que as células de glioma C6 de alta
passagem, que possuem menor expressao de eSNT/CD73, possuem uma maior
aderéncia ao plastico e praticamente ndo sao capazes de migrar, de maneira
oposta, as células C6 de baixa passagem, que possuem maior expressao de
e5NT/CD73 tiveram uma menor aderéncia ao plastico e foram capazes de migrar
mais, comparada com as C6 de alta passagem, tanto nos ensaios de Scratch-
Wound quanto do transwell. Além disso, a adicdo de APCP foi capaz de reduzir a
migracdo, demonstrando que a migracao das ceélulas C6 é dependente, pelo menos
em parte, da atividade enzimatica. Para esses resultados, uma perspectiva
interessante seria a de realizar esses experimentos com plataformas enriquecidas
com MEC e avaliar marcadores de transicdo epitélio-mesénquima nas duas
linhagens, para podermos discutir de uma maneira mais especifica a relagédo
existente entre e5NT/CD73, MEC, migracdo e invasdo. Todavia fica evidente a
relacédo entre o potencial de migracao e a expresséao de eSNT/CD73.

O ensaio de formagéo de colbnias demonstra a viabilidade reprodutiva da
célula, ou seja, demonstra quanto uma célula é capaz de produzir clones (proliferar)
e com isso formar coldnias de células. Nossos resultados demonstraram que as
células C6 de baixa passagem conseguem formar mais e maiores colonias,
comparado com a C6 de alta passagem, mesmo que essas celulas apresentem uma
capacidade proliferativa igual, demonstrada pela marcacdo com Ki67. Além disso a
adicdo de APCP reduziu em 30% a formagéo de col6nias nas células de baixa
passagem. Esse resultado, atrelado aos anteriores, reforca a ideia de que o

complexo microambiente extracelular gerado pela eSNT/CD73 é capaz de controlar
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as interacdes entre célula-célula e célula-componentes, determinando se a célula ira
aderir, migrar ou desprender completamente.

O modelo animal, utilizando o implante de células malignas no tecido cerebral
de ratos, representa de forma mais fidedigna os mecanismos que ocorrem no
crescimento de tumores em humanos e tem vantagem sobre métodos de avaliagao
mais simplificados, como o0s experimentos em cultura, nos quais ndo ha reacdes
inflamatoérias e vasculares presentes (Grobben et al, 2002). Assim, o implante de
células de glioma C6 de alta passagem no cérebro de ratos geraram tumores
menores e menos malignos, enquanto que células C6 de baixa passagem
desenvolveram um tumor de dimenséo e caracteristicas de glioblastoma. Quando se
trata de modelos in vivo, sabemos que temos diversos fatores atuando que né&o
estdo presentes in vitro, principalmente o sistema imune e a inflamacg&o. Neste
contexto, acreditamos que as células C6 de alta passagem, formem tumores
menores devido a menor expressao da eSNT/CD73 e consequente menor formacao
de adenosina no microambiente tumoral, que é pro-tumoral e moduladora da
resposta imune, além da comprovada reducdo de capacidade migratéria, que faz
com que as células tumorais ndo consigam invadir os tecidos adjacentes. No que
diz respeito aos modelos animais de glioblastoma, salientamos a importancia da
verificacdo da atividade da eSNT/CD73 nas células C6 de glioma de rato, antes de
realizar o implante, uma vez que, demonstramos que células de maiores passagens
perdem a atividade da e5SNT/CD73 e ndo formam tumores caracteristicos. Com isso,
a avaliagdo da e5NT/CD73 se mostra um metodo rapido e barato de verificar
anosidade das células C6 e garantir bons resultados futuros, quando se pretende
usar essas células como modelo in vitro de gliomas. A partir das praticas

estabelecidas em nosso laboratério, determinamos que uma atividade minima de 60
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nmol fosfato/min /mg de proteina, quando avaliada pelo método do Verde de
Malaquita, € uma atividade segura para garantir um bom implante.

Como demonstrado anteriormente apoiada em uma série de referéncias, a
alta expressdo da eSNT/CD73 tem sido relacionada com o aumento de resisténcia a
tratamentos e por outro lado, o silenciamento ou inibicdo da enzima tem sido
associado com aumento de sensibilidade a quimioterapicos. Assim, na segunda
parte do trabalho, investigamos o potencial envolvimento da e5SNT/CD73 com a
resisténcia a TMZ, o principal quimioterapico utilizado no tratamento de GBM.
Infelizmente nossa avaliacéo ficou limitada pela interrupcdo dos trabalhos devido a
pandemia de COVID-19. Conseguimos avaliar as linhagens celulares U251 e U138,
duas linhagens de perfis opostos em relacdo a sensibilidade a TMZ. Nem a U251,
célula de alta sensibilidade e nem a U138, célula bastante resistente, modificaram
seu perfil de sensibilidade a TMZ em avaliacdes de curto e longo prazo apés inibicao
da eSNT/CD73. Entretanto, apesar de nossos resultados ndo terem demonstrado
uma relacao direta entre inibicdo de eSNT/CD73 e aumento de sensibilidade a TMZ,
ndo podemos descartar que essa relacao seja uma hipétese verdadeira, uma vez
que, avaliamos apenas duas linhagens celulares com perfis opostos. Fica evidente
que para chegarmos a uma conclusdo mais efetiva sobre esse assunto, se faz
necessario ampliar as linhagens avaliadas, e buscar métodos mais efetivos de
inibicdo da e5NT/CD73.

Finalmente, nossos resultados mostraram consistentes evidéncias do papel
desempenhado pela eSNT/CD73 na progressdo dos gliomas, ja que uma menor
expressdo de e5NT/CD73 reduz significativamente a migracdo e a capacidade
clonogénica in vitro e o crescimento tumoral in vivo e ndo descartamos a

possibilidade do envolvimento da eSNT/CD73 com mecanismos de resisténcia a
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quimioterapicos. Dado essa séria de relatos, fica cada vez mais evidente que a
e5NT/CD73 pode constituir um excelente alvo, em combinacdo com outras
estratégias terapéuticas, para abrandar o potencial maligno e invasivo do
gliobastoma, reestabelecer a resposta imune anti-tumoral enddgena e assim,
melhorar o combate desta patologia e consequentemente, qualidade de vida dos

pacientes.

5. CONCLUSAO

Neste trabalho mostramos que a e5SNT/CD73 promove a proliferacdo e a
migracao tanto in vitro quanto in vivo de células C6 de baixa passagem e que esse
efeito € dependente da atividade enzimatica da e5SNT/CD73, fornecendo novas

evidéncias do importante papel da eSNT/CD73 na progresséo de gliomas.
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6. PERSPECTIVAS
CAPITULO |
e Avaliar outros parametros envolvidos com a malignidade tumoral das células

C6 de alta e baixa passagem, tais como ensaios de invasdo e adesdo com

diferentes matrizes extracelulares.

e Avaliar marcadores da transi¢do epitélio-mesénquima nas células C6 de alta

e baixa passagem.

CAPITULO Il

e Completar as avaliacdes utilizando as linhagens T98G e C6

e Avaliar os possiveis mecanismos envolvidos na resisténcia a TMZ
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