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RESUMO

Os gliomas sdo os tumores primarios mais comuns e devastadores que
atingem o sistema nervoso central. O prognostico para pacientes com estes
tumores é ruim, e apesar de intensos esfor¢os para o desenvolvimento de novas
terapias, agentes efetivos ainda ndo estdo disponiveis. A ecto-5'-
nucleotidase/CD73 (ecto-5-NT/CD73) regula os niveis extracelulares de AMP e
adenosina, a qual tem sido amplamente descrita como fator indutor de proliferacao
celular. A ecto-5-NT/CD73 per se tem sido relatada como proteina envolvida no
controle dos processos de crescimento, maturacdo, diferenciacdo, invasao e
migracdo celular, além do processo de formacdo de metastases. No presente
estudo nés avaliamos a atividade enzimatica e as fungdes da ecto-5-NT/CD73
durante o processo proliferativo em linhagens de glioma C6 e U138-MG. Os
resultados obtidos demonstram que ocorre um aumento da atividade da ecto-5'-
NT/CD73 com o aumento da confluéncia celular, quer seja esta obtida por
semeadura de crescentes densidades celulares ou por crescentes dias de cultivo,
em ambas as linhagens estudadas. As analises por RT-PCR e citometria de fluxo
revelaram um aumento dos niveis de mRNA e proteina da ecto-5-NT/CD73,
respectivamente quando comparadas culturas confluentes com culturas
subconfluentes em linhagem de glioma humano U138-MG. Nesta mesma linhagem,
o tratamento com 1 uM de APCP, inibidor competitivo da ecto-5’-NT/CD73 causou
uma significativa reducédo de 20% na proliferacdo celular, enquanto a adenosina
aumentou este processo em 25%. Por outro lado, 1 mM e 3 mM de AMP reduziram
a proliferacdo em 29% e 42% respectivamente. Além disso, o silenciamento estavel
da ecto-5’-NT/CD73 pela técnica do RNAI reduziu o processo de migracdo celular
na linhagem de glioma humano U138-MG. Em conjunto, Estes resultados sugerem
a participacdo da ecto-5-NT/CD73 na proliferacdo celular, sendo este processo
desencadeado pela geracdo de adenosina (fator proliferativo), pela remoc¢édo dos
niveis citotéxicos de AMP e pela participacdo per se da ecto-5-NT/CD73 como

proteina de adeséo.



ABSTRACT

Malignant gliomas are the most common and devastating primary tumors in
the central nervous system. Despite treatment, patients with these tumors have a
poor prognosis. Ecto-5’-nucleotidase/CD73 (ecto-5’-NT/CD73) may regulate the
extracellular AMP and adenosine levels, which have been described as
proliferation factor. The participation of ecto-5-NT/CD73 per se has been
proposed as a proliferative factor, being involved in the control of cell growth,
maturation, differentiation, invasion, migration and metastases processes. In the
present study, we evaluate the ecto-5-NT/CD73 activity and functions in rat C6
and human U138-MG glioma cell lines proliferation process. Crescent confluences
and culture times leads to an increase on ecto-5’-NT/CD73 activity in both C6 and
U138-MG glioma cells. RT-PCR analysis and flow cytometry showed a significant
increase on ecto-5-NT/CD73 mRNA and protein levels respectively, when
compared confluent cultures with subconfluent one in human U138-MG glioma
cells. Treatment with 1 uM APCP, a competitive ecto-5-NT inhibitor, caused a
significant reduction in glioma cell proliferation of 20% for U138-MG glioma cell
line. In addition, 100 uM adenosine increases cell proliferation in 25% and AMP
1m M and 3 mM decrease U138-MG glioma cells proliferation in 29% and 42%
respectively. The stable silencement of ecto-5-NT/CD73 by RNAIi technique
reduces cell migration in human U138-MG glioma cell line. Taken together these
results suggest the participation of ecto-5’-NT/CD73 in cell proliferation, being this
process dependent of enzymatic activity generating adenosine, a proliferative
factor and removing toxic levels of AMP, as well as a function as adhesive

molecule.
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1. INTRODUCAO

1.1 Os gliomas

1.1.1 Aspectos gerais

Os gliomas sdo os tumores primarios mais comuns e devastadores que
atingem o sistema nervoso central (SNC) de humanos (Dai & Holland, 2001),
representando cerca de 80% das neoplasias cerebrais malignas (Sathornsumetee
et al., 2007; Schwartzbaum et al., 2006). Uma das principais caracteristicas
destes tumores € o seu elevado grau de proliferacdo e invasividade. Como
consequéncia, 0s pacientes apresentam um grande comprometimento do tecido
nervoso adjacente ao foco tumoral com o desenvolvimento de sintomas que
incluem cefaléia, mudancas cognitivas, convulsdes, fragueza, nausea e vomitos
(DeAngelis, 2001; Holland, 2001). Os fatores de risco associados a
neurocarcinogénese incluem exposicao a compostos N-nitroso, espécies reativas
do oxigénio, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, altas doses de
guimoterdpicos e principalmente exposicdo a altas doses de radiacdo ionizante
(Schwartzbaum et al.,, 2006; DeAngelis, 2001). Gliomas sao usualmente
detectados por tomografia computadorizada e por ressonancia magnética
(Holland, 2001).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), nos Estados
Unidos sdo estimados 18.500 novos casos de tumores cerebrais primarios por

ano com aproximadamente 13.000 mortes. A incidéncia aumenta 0,9% ao ano,
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provavelmente devido a melhoria da qualidade do diagndstico por imagem
(Schwartzbaum et al., 2006).

O termo glioma refere-se a todas as neoplasias originadas de células gliais
ou precursores gliais (Schwartzbaum et al., 2006), incluindo tumores constituidos
de células com caracteristicas de astrocitos (astrocitomas), oligodendrocitos
(oligodendrogliomas), células ependimais (ependimomas) e misturas de Vvarios
tipos de células gliais (por exemplo, oligoastrocitomas), conforme descrito na

tabela 1 (Sanai et al., 2005).

Tabela 1: Células neurais: principais fun¢cdes e tumores associados. Retirado
de Sanai et al., 2005.

Table 1. Cell Types and Associated Tumors of the Central Nervous System.

Cell Type Function Associated Tumors
Astrocyte Provides nutrition, in- Astrocytoma
sulation, and struc- Pilocytic astrocytorma
tural support for Diffuse astrocytoma
neurons Anaplastic astrocytoma

Glioblastoma
Oligoastrocytoma
Pleomorphic xanthoastro-

cytoma
Subependymal giant-cell
astrocytoma
Neuron Conducts electrical sig-  Ganglioglioma
nals within neural Gangliocytorma
systems Central neurocytoma
Oligodendrocyte Provides insulation to Oligodendroglioma
neuronal axons to Oligoastrocytoma
facilitate signal con-
duction
Ependymal cell Forms lining of the ven-  Ependymoma

tricular system

Embora a transformacédo neoplasica de células gliais diferenciadas seja
tradicionalmente assumida como um mecanismo da gliomagénese, recentemente
foi demonstrado que células tronco podem estar envolvidas neste processo (Reya
et al., 2001; singh et al., 2004; Kondo, 2006), conforme demonstrado na figura 1.
As células tronco neurais sdo reguladas pelas mesmas vias de sinalizagéo celular

gque estdo ativas em muitos tumores cerebrais, consequentemente, elas sao
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capazes de exibir comportamentos caracteristicos de gliomas, como alta
habilidade proliferativa (singh et al.; Fomchenko & Holland, 2006), elevada
motilidade, associacdo com vasos sanguineos, progressdo com fendtipos
antigénicos de células imaturas como a expressdo de nestina e do marcador de
células tronco neurais CD133 (Shoshan et al., 1999; Doetsch et al., 2002; Sanai et
al., 2005). Desta forma, os gliomas sdo constituidos por populacdes de células
heterogéneas contendo uma maior quantidade de células diferenciadas e uma
minoria de células tumorigénicas indiferenciadas multipotentes (Fomchenko &
Holland, 2006). Embora ambas contenham muta¢des oncogénicas que poderéo
resultar na tumorigénese, somente as ceélulas tronco neurais tumorigénicas tem

capacidade de se autorenovar gerando assim a propagacao tumoral (Zheng et al.,

2007).
Normal Brain Brain Tumorigenesis
e NSC Differentiated NSC
Cell
W
Mutation
Mu(auons
Cominitiea Progemtor
Progenitors

@@@ i -

‘ = BTSC \
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rerewal

] \
Differentiation 1| / \ 1
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I
{ !

Foa

z
Astrocyte Neuron Oligodendrocyte /\ ~ o — ~ Tumor cells with
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Heterogeneous ability with phenotypic
Brain Tumor Mass resemblance to
normal brain cells

Figura 1: Possiveis origens dos gliomas. Retirado de Singh et al., 2004. (NCS=

célula tronco neural e BTSC= célula tronco tumoral cerebral)
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1.1.2 Classificacao e patologia

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) classifica os gliomas em 4 graus
de malignidade (I a IV), de acordo com critérios histopatol6gicos: morfologia
celular, proliferacdo microvascular, atividade mitética e necrose (Kleihues et al.,
2002). Os gliomas de grau | séo tumores geralmente benignos. Os astrocitomas
de baixo grau (grau Il) podem aparecer em qualquer regido do sistema nervoso
central e infiltram-se difusamente no parénquima cerebral. Os astrocitomas
anaplasicos (grau |Ill) s&o caracterizados por astrocitos fibrilares ou
gemistociticos, podendo progredir rapidamente a glioblastoma. A forma mais
maligna é o glioblastoma multiforme (GBM), que possui grau IV e € um dos
canceres humanos mais agressivos, com uma sobrevivéncia média inferior a um
ano, sendo que esta estatistica ndo se modificou significativamente nas ultimas 2
décadas (Holland, 2001; Maher et al., 2001). OS GBM representam cerca de 40%
do total de casos de gliomas (Miller & Perry, 2007), sendo quase sempre
infiltrativos e comumente apresentam caracteristicas multifocais (Dai & Holland,
2001). Tais tumores sao formados por uma massa intraparenquimal heterogénea
gue evidencia areas de necrose e hemorragia. Microscopicamente, o tumor
consiste em diferentes tipos celulares: células proprias do glioma, células
endoteliais hiperproliferativas, macréfagos e células normais de areas do cérebro
gue estdo sendo invadidas pelo glioma. Entre as caracteristicas histolégicas mais
comuns do GBM, incluem-se regibes de necrose rodeadas por células de
arquitetura pseudopalicada, vasos sangiineos hipertrofiados no interior e em
areas adjacente ao tumor e grande pleomorfismo nuclear. O GBM pode tanto ter
origem de novo, como ser resultado da progressao de um glioma de baixo grau e

raramente gera metastases periféricas (Mourad et al., 2005).
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1.1.3 Progna@stico e terapéutica

O progndostico para pacientes com glioma é ruim e, apesar de intensos

esforgos para o desenvolvimento de novas terapias, agentes efetivos ainda néao

estdo disponiveis (Konopka & Bonni, 2003). O tempo médio de sobrevivéncia é

relacionado com a idade do paciente no momento do diagndstico e o grau do

tumor (Schwartzbaum et al., 2006).

Na figura 2 estdo descritos os tipos

histologicos de tumores cerebrais e a porcentagem relativa de sobrevivéncia dos

pacientes, ressaltando que a menor sobrevida ocorre em pacientes com GBM,

aquele classificado como grau IV por apresentar maior malignidade.

100+

204

804

T0+

50+

504

40

304

Percentage relative survival

204

104

GBM

!

o

Age at diagnosis Glioblastoma Anaplastic Astrocytoma, Anaplastic Oligodendroglioma  Malignant glioma,
astrocytoma NOS oligedendroglioma
[0 <20 years 27.9% 59% 81.8% BB.8% 53.1%
00 20-44 years 20.8% 7.4% 76% 765% 92.3% 68.6%
[0 45-54 years 11.6% 44% 41.3% 62.8% B3.7% 38.6%
[155-64 years 6% 19.4% 20% 51.2% 67.1% 26%
O &5-74 years 27% 6.4% 9.1% 29.5% 50.9% 12.7%
O 75+ years 1.4% 4.1% 5.8% 4.9% 33.3% 6.9%
Histologic type
Figura 2: Idade de ocorréncia dos gliomas e sobrevida do pacientes.

Adaptado de Schwartzbaum et al., 2006.

A cirurgia € o tratamento de escolha para os pacientes com gliomas,

entretanto, a resseccdo completa do tumor € limitada pela alta invasividade das

células tumorais nos tecidos normais circundantes (Grobben et al., 2002; Behin et

al., 2003). Portanto, a maioria dos pacientes é tratada com radioterapia e/ou
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quimioterapia pos-operatoria (Mazeron & Kantor, 1998). Contudo, estes agentes
demonstram eficacia limitada, principalmente pela auséncia de especificidade
terapéutica das drogas citotoxicas contra tais neoplasias, da quimioresisténcia
intrinseca destes tumores, da baixa tolerancia do tecido normal aos efeitos toxicos
decorrentes da terapia (Mousseau et al., 1993) e também devido as restricbes
impostas pela barreira hematoencefalica (BHE) (Brandes et al., 2000). Assim
apenas farmacos altamente lipofilicos como a temozolomida e nitrosuréias podem
ser utilizados (Mousseau et al., 1993). Nos ultimos anos, a quimioterapia com
emprego da temozomomida tem prolongado significativamente a vida dos
pacientes com gliomas (Norden & Wen, 2006; Stupp et al.,, 2007). Contudo, a
recorréncia do tumor é quase inevitavel, uma vez que a remoc¢ao cirurgica do
tumor invariavelmente deixa no tecido normal uma populacéo de células tumorais
ou de células tronco neurais tumorigénicas na forma quiescente, podendo gerar
recorréncia de uma forma mais agressiva que o tumor original (Fomchenko &

Holland 2006).

1.1.4 Alteracdes moleculares

A tumorigénese envolve o descontrole das funcdes de proto-oncogenes e
genes supressores tumorais. Tais genes codificam proteinas reguladoras de
complexas rotas de transducdo de sinal envolvidas em funcdes celulares
essenciais, tais como: proliferacdo, diferenciacdo, apoptose, adesdo, migracao e
angiogénese (Weinberg, 1995).

Alteragcbes na expressao de muitos genes e anormalidades cromossomais

sdo comumente encontradas em gliomas e, na maioria dos casos, essas
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mutacdes estdo correlacionadas com o grau clinico do tumor. No GBM, vérias
proteinas tém sido relacionadas ao processo neoplasico. Dentre as principais,
destacam-se as MAPK (proteinas cinases associadas a mitégenos) (Bredel &
Pollack, 1997), a PKC (proteina cinase C) (Bredel & Pollack, 1999), a PI3K
(fosfatidilinositol-3-cinase) e a AKT/PKB (proteina cinase B) (Schelegel et al.,
2000). Outra proteina importante envolvida na gliomagénese € a PTEN (proteina
fosfatase homoéloga da tensina), a qual apresenta um importante papel como
supressora tumoral e esta freqlientemente mutada ou deletada em GBM (Sano et
al., 1999; Lin et al., 1998). A perda da expressao da PTEN resulta em ativacédo da
AKT/PKB, uma enzima envolvida nas vias centrais de sobrevivéncia celular,
constitutivamente ativa (Holland, 2001). Outra caracteristica importante dos GBMs
€ a delecdo do gene supressor tumoral, p53, um fator de transcricdo que regula a
progressdo do ciclo celular e apoptose (Bogler et al., 1999). A amplificacdo e
ativacdo de mutacdes no gene que codifica o receptor do fator de crescimento
epidermal (EGFR), também tém sido observadas. Quase todas essas mutacdes
resultam em alteracdo na regulacdo da parada do ciclo celular. A soma dos
efeitos provocados por essas alteragdes contribui para a biologia desses tumores
(Holland, 2001).

Neste trabalho foram utilizadas as linhagens celulares de gliomas U138-
MG, derivada de glioma humano de ocorréncia espontanea e C6, derivada de
glioma induzido por tratamento com N-nitroso-metiluréia em rato. Estas linhagens
apresentam caracteristicas semelhantes as descritas para os GBM e séo

amplamente utilizadas como modelos destes tumores para estudos in vitro.

17



1.2 Sistema purinérgico

1.2.1 Nucleotideos extracelulares e purinoreceptores

As purinas e pirimidinas extracelulares sdo mensageiros amplamente
distribuidos no organismo, responséaveis por diversos efeitos biolégicos mediados
pelos purinoreceptores (Ralevic & Burnstock, 1998). Dentre os principais efeitos
desses nucleotideos no meio extracelular pode-se destacar: neurotransmissao,
neuromodulacdo, contracdo muscular, resposta imune, inflamacéo, agregacao
plaquetaria, dor e modulagcéo da funcdo cardiaca (Burnstock, 2004). Além disso,
estas moléculas podem atuar como fatores tréficos, regulando o desenvolvimento
e a manutencao do sistema nervoso e sua resposta a doencas e injarias (Neary
et al., 1996; Rathbone et al., 1999; Ciccarelli et al., 2001). No SNC as principais
fontes de purinas extracelulares sdo os neurdnios, a glia, a microglia, as células
endoteliais e 0 sangue. Os receptores que ligam nucleotideos e nucleosideos séo
divididos em receptores P1 e P2, como apresentado na Tabela 2.

Estudos tém demonstrado que o ATP extracelular é capaz de promover a
proliferacdo celular em astrécitos (Rathbone et al., 1992; Neary et al.,, 1994).
Além disso, em trabalho realizado previamente pelo nosso grupo de pesquisa, foi
demonstrado que o ATP e a adenosina (Ado) estimulam a proliferacdo de
linhagens celulares de gliomas (Morrone et al., 2003). Desta forma, o conjunto
destes dados demonstra a importancia destas moléculas durante o processo

proliferativo das células neurais.
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Tabela 2. Receptores de purinas e pirimidinas. Adaptado de Ralevic &
Burnstock, 1998.

Receptores P1 Receptores P2
ligante adenosina ATP, ADP, UTP e UDP
natural
tipo acoplado a proteina G canal ibnico acoplado a
proteina G
subgrupo - P2X P2Y
subtipos A1, Aoa, Az, Az P2X1-7 P2Y1, P2Y5,
P2Y4, P2Ys,
P2Y11, P2Y 12,
P2Y13 P2Y14

1.2.2 A familia das ectonucleotidases

Uma vez liberados no meio extracelular, e apds interagir com seus
receptores especificos, os nucleotideos sao finalmente sao hidrolisados por acao
de ectoenzimas até os seus respectivos nucleosideos (Zimmerman, 1994). A “via
das ectonucleotidases”, que apresenta um papel chave na regulacido da
sinalizacdo purinérgica controlando a concentracdo dos nucleotideos e
nucleosideos, ¢é constituida pelas seguintes enzimas: E-NTPDases
(ectonucleosideo  trifosfatodifosfodrolase), as E-NPPs (ectonucleotideo
pirofosfatase/fosfodiesterase) e as fosfatases alcalinas, que atuam degradando o

ATP e 0 ADP, além da ecto-5-nucleotidase/CD73 (ecto-5’-NT/CD73), que catalisa
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a Ultima etapa dessa via, hidrolisando o AMP até adenosina (Zimmermann, 2001).
Em nosso laboratorio, temos estudado, em linhagens de glioma, especialmente as
E-NTPDases e a ecto-5-NT/CD73, as quais tem sua expressdo e atividade
enzimatica alteradas em relacdo as células normais.

Os membros da familia E-NTPDases constituem uma classe de ecto-
enzimas ancoradas a membrana plasmatica via dominios hidrofébicos, com o sitio
catalitico voltado para o meio extracelular. Essas enzimas sdo caracterizadas
entre outras funcdes pela sua capacidade de hidrolisar nucleotideos tri-e
difosfatados (Plesner, 1995). Em mamiferos, ja foram clonados e classificados 8
membros dessa familia de ecto-enzimas, nomeados NTPDasel-8, os quais

apresentam uma ampla diversidade de preferéncia por substrato.

1.2.3 A ecto 5’-nucleotidase

A ecto-5-NT/CD73 é um homodimero ligado a membrana plasmatica
através de uma ancora lipidica de glicosilfosfatidilinositol (GPI), responsavel pela
desfosforilagcdo de ribo- e desoxiribonucleosideos 5’-monofosfatados a seus
correspondentes nucleosideos (Zimmermann, 2001). Esta enzima é um ponto
chave na via das ectonucleotidases, sendo a principal fonte enzimatica de
adenosina no meio extracelular (Zimmermann, 1992). Sua atividade catalitica &
potencializada por cations divalentes, principalmente o Mg?*, e inibida por ADP,
ATP e 5’-a,3- metileno-ADP (APCP).

A ecto-5-NT/CD73 é essencial no desenvolvimento e sobrevivéncia de
células neurais (Heilbronn et al., 1995) e encontra-se amplamente expressa em

varios tecidos. No SNC esta predominantemente associada as células gliais,
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tendo sido identificada na membrana plasmatica de astrdocitos, oligodendrocitos,

microglia e gliomas (Zimmermann, 2006).

1.2.4 A ecto 5’-nucleotidase e os tumores

A ecto-5’-NT/CD73 é altamente expressa na maioria dos tumores sélidos e
seu nivel de expressdo estd associado com a neovascularizagao, invasividade e
metastases, indicando baixo tempo de sobrevida para o paciente (Spychala 2000).
A expressao aumentada da ecto-5-NT/CD73 ja foi descrita em canceres de
mama, coélon, estbmago, pancreas, leucemia mieldide crbnica, linfoma, melanoma,
carcinoma de Walker 256 e glioblastoma. Além disso, o nivel da atividade
enzimatica mostra uma elevada correlacdo com a localizacédo e o grau do tumor
(Spychala 2000). Por exemplo, em melanomas e tumores de mama, 0 aumento
da expressdao da ecto-5-NT/CD73 indica um maior grau de invasividade e
capacidade metastatica, ressaltando a importancia desta molécula na proliferacao
e motilidade tumoral (Sadej et al., 2006; Wang et al., 2007).

A ecto-5’-NT/CD73 apresenta varias funcbes néo relacionadas com sua
atividade enzimatica, estando envolvida em interacfes célula-célula e célula-
matriz extracelular, em eventos de migracdo e adesao celular (Fastbom et al.,
1987; Schoen et al. 1988; Vogel et al., 1991), bem como nos mecanismos que
induzem a resisténcia a drogas (Ujhazy et al., 1996). Adicionalmente, ela tem sido
relatada como proteina envolvida na motilidade celular (Ludwing et al., 1999),
molécula de adeséao (Airas et al., 1995), na proliferacéo e ativacéo de linfocitos e
na adesdo dos mesmos ao endotélio (Airas et al.,, 1997). Um papel similar da

ecto-5’-NT/CD73 foi proposto na promocédo da adesédo e invasividade de
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glioblastomas humanos (Fenoglio et al., 1997). Dados prévios da literatura
demonstram modificagfes nesta atividade enzimatica em diferentes estagios de
confluéncia de células de glioblastoma em cultura, sugerindo que o aumento
desta atividade poderia estar correlacionado com a proliferacao celular (Turnay et
al., 1989). Além disso, a superexpressao da enzima aumenta a migracdo, adesao
e invasdo de tumores de mama (Wang et al., 2007). Estes efeitos ocorrem por
acdo conjunta da atividade enzimdtica, ou seja, pela formacdo do produto
adenosina, além da presenca da enzima como proteina de adesdao.
Recentemente foi mostrado que, de forma similar, o silenciamento da ecto-5'-
NT/CD73 reduz as caracteristicas tumorais malignas de invasdo e propagacao
tumoral (Zhi et al., 2007). Portanto, a ecto-5-NT/CD73 é uma proteina
reconhecidamente envolvida no processo proliferativo em células tumorais
tornando-se uma forte candidata a marcador de agressividade (Spychala et al.,
2004) e progressao tumoral além de ser um potencial alvo terapéutico (Zhou et al.,

2007).

1.2.5 Adenosina

A adenosina, produto ecto-5-NT/CD73, é considerada um importante
neuromodulador, podendo exercer varios efeitos através da interacdo com
receptores especificos da familia P1 (Tabela 1). Varios estudos demonstraram os
efeitos deste nucleosideo na regulacédo do ciclo celular, proliferacdo e apoptose
de células de origem tumoral e ndo-tumoral, podendo exercer efeito inibidor ou
promotor da proliferacao celular (Ceruti et al., 2000; Ohana et al., 2001; Peyot et

al., 2000). O efeito da adenosina na proliferagcdo celular depende de sua
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concentragéo extracelular, do subtipo de receptor presente na membrana, e dos
mecanismos de transducao de sinais por eles ativados (Fredholm et al., 2001;
Merighi et al., 2003). Contudo, a adenosina é amplamente conhecida pelas
funcbes  citoprotetoras e  proliferativas, angiogénese, propriedades
imunossupressoras que em conjunto promovem a progresséao tumoral (Figura 3).
Dessa forma, mecanismos que controlam a concentracdo dessas substancias,
COmo 0S que ocorrem via ectonucleotidases, principalmente via ecto-5’-NT/CD73,

apresentam um papel fundamental para a célula.
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Figura 3: Funcbes promotoras tumorais da adenosina. Retirado de Spychala
2000.

Estudos realizados pelo nosso grupo demonstraram fortes evidéncias de
gue a sinalizacdo purinérgica esta envolvida no crescimento e na progressao dos
gliomas: i) gliomas apresentam alteracdbes no metabolismo extracelular de
nucleotideos, exibindo uma baixa atividade ATPasica e uma elevada atividade
AMPasica, comportamento oposto aos astrécitos (Wink et al., 2003); ii) ATP e

adenosina extracelulares induzem estimulo proliferativo em diferentes culturas de
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gliomas (Morrone et al., 2003); iii) ao contrario do tecido cerebral normal, gliomas
apresentam uma clara resisténcia a morte induzida por concentragdes citotoxicas
de ATP (Morrone et al., 2005); iv) A co-injecao de células de glioma com apirase,
enzima que hidrolisa ATP/ADP, em modelo de glioma in vivo resultou numa
diminuicdo do volume e das caracteristicas de malignidade desses tumores
(Morrone et al., 2006). Dessa forma, alteracdes no metabolismo do ATP e dos
seus metabdlitos, envolvendo a atividade da ecto-5’-NT/CD73 podem ser uma
caracteristica desse tipo de tumor e possivelmente representam um importante

mecanismo de invasao e proliferacao.
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2. OBJETIVOS

Esta dissertacdo seré apresentada na forma de capitulos, que visam atingir os

seguintes objetivos:

Capitulo I
- Investigar o papel da ecto-5-NT/CD73 no processo de proliferacéo celular
em linhagens de glioma;
- Estudar o efeito do substrato (AMP) e do produto (adenosina) da ecto-5-

NT/CD73 sobre a proliferacéo celular de linhagem de glioma.

Capitulo II:
- Caracterizar as linhagens de glioma humano U138-MG e C6 de rato apds o
processo de silenciamento estavel da ecto-5’-NT/CD73 pela técnica do
RNA de interferéncia (RNAI);
- Avaliar o efeito do silenciamento da expressao da ecto-5-NT/CD73 sobre a

migracéao celular de linhagem de glioma humano U138-MG.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Reagentes

O meio de cultura DMEM, os antibidticos penicilina/estreptomicina e a
tripsina/EDTA foram obtidos da Gibco (Gibco BRL, Carlsbad, CA, USA). APCP
(ot,p-metileno ADP), DMSO (dimetilsulfoxido), AMP e adenosina foram obtidos da
Sigma (Sigma, St. Louis, USA). O soro fetal bovino (FBS) foi obtido da Cultilab
(Cultilab, Campinas, SP, Brazil). Os dNTPs, o random primer, a taq polimerase e
a transcriptase reversa foram obtidos da Promega (Promega, Madison,
Wisconsin, USA). O reagente Trizol e os oligonucleotideos foram obtidos pela
Invitrogen (Invitrogen Co., Carlsbad, California, USA). Todos os demais reagentes

utilizados apresentavam grau analitico.

3.2. Manutencao das linhagens celulares

As linhagens de gliomas U138-MG e C6 foram obtidas da American Type
Culture Collection (ATCC). As células foram mantidas em Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (DMEM) contendo 0,5 U/mL de penicilina/estreptomicina,
suplementado com 15% (U138-MG) ou 5% (C6) de soro fetal bovino. As células
foram mantidas em incubadora a 37°C em atmosfera com 5% de CO». Todos 0s
experimentos foram realizados utilizando culturas mantidas em meio

suplementado com soro fetal bovino.

26



3.3. Tratamentos

O inibidor competitivo da ecto-5’-NT/CD73, APCP (a,B-metileno ADP), foi
dissolvido em DMSO e, ap0s as culturas atingirem a semiconfluéncia as células
de gliomas foram tratadas com 1 uM de APCP por 48 h. Células controles foram
tratadas com DMSO (concentracéo final de 0,2%) nas mesmas condicdes.

Os tratamentos com AMP ou adenosina foram realizados de forma
semelhante, onde culturas em semiconfluéncia foram tratadas com AMP (50 uM,
100 uM, 500 uM, 1 mM e 3 mM) ou adenosina 100uM por 48 h. Células controle

sem tratamento foram processadas paralelamente nas mesmas condicdes.

3.4. Contagem celular

Ao final das diferentes condicbes de cultivo (crescentes dias e
confluéncias) e dos diferentes tratamentos, o meio de cultura foi removido e as
células foram lavadas com PBS e em seguida soltas com tripsina/EDTA 0,25%.
Apés, esta foi inativada pela adicdio de DMEM suplementado com soro fetal

bovino e as células foram imediatamente contadas em hemocitdmetro.

3.5. Ensaio da atividade da ecto-5’-NT/CD73

Apés as diferentes condi¢cBes de cultivo e tratamento, as células de gliomas
foram lavadas com meio de incubacao livre de fosfato e a reacao foi iniciada pela
adicdo de 200 pL de meio de incubagédo contendo 2 mM de MgCl,, 120 mM de
NaCl, 5 mM de KCI, 10 mM de glicose, 20 mM de hepes, pH 7.4 e 2 mM de AMP

a 37°C. Ap6s 10 minutos de incubacéo a reacdo foi parada pela transferéncia de
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uma aliquota do meio da reagdo para TCA 10% a 4°C. O fosfato inorgéanico
liberado (Pi) foi medido através do método do verde de malaquita (Chan et al.,
1986), usando KH,PO, como padréo. A liberacdo ndo enzimética de Pi no meio
de cultura sem células foi subtraida do Pi total liberado durante a incubacdo. A

atividade especifica foi expressa em nmol Pi/min/mg de proteina.

3.6. Dosagem de proteina

As células foram solubilizadas com 100 uL de NaOH 1 M e congeladas por
24 h. Uma aliquota foi retirada para dosagem da proteina pelo método de azul de

comassie (Bradford, 1976) utilizando-se albumina bovina como padrao.

3.7. RT-PCR

O RNA total das células U138-MG de glioma humano e C6 de glioma de
rato foi isolado em trizol de acordo com as instrucdes do fabricante (Invitrogen Co.,
Carlsbad, California, USA). O cDNA foi sintetizado através da reacdo da
transcriptase reversa a partir de 5 ung de RNA em um volume final de 25 uL
utilizando-se random primer de acordo com as instru¢des do fabricante (Promega,
Madison, Wisconsin, USA). A reacgéo foi processada durante 1 h a 37°C e parada
com refrigeracdo a 4°C. Em seguida, 3,0 uL da mistura da reacdo foi usada na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em volume total de 20 uL, usando 50 uM
de dNTP e 1 U de taq polimerase em meio de reacdo suplementado contendo 0,5
uM de primer para CD73, GAPDH ou B-actina. As condigbes do PCR foram: 1 min

a 95°C, 1 min a 94°C, 1 min a 52°C (temperatura de anelamento para os primers
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utilizados para a linhagem de humanos) e/ou 60°C (temperatura de anelamento
para os primers utilizados para a linhagem de rato) e 1 min a 72°C com repeticdes
de 35 ciclos mais 10 min de extensdo a 72°C. O produto de reagdo do PCR (10
pL) foi separado em gel de agarose 1,5%. Os primers utilizados foram: para ecto-
5’-NT/CD73 de rato; 5CCC GGG GGC CAC TAG CAC CTC A3 e 5GCC TGG
ACC ACG GGA ACC TT3’ (produto de amplificagdo de 410 pares de bases); para
a B-actina; 5’TAT GCC AAC ACA GTG CTG TCT GG3’' e 5TAC TCC TGC TTC
CTG ATC CAC AT3’ (produto de amplificagdo de 210 pares de bases); para ecto-
5’-nucleotidase/CD73 de humano: 5"GAT CGA GCC ACT CCT CAAA 3 e5GCC
CAT CAT CAG AAG TGA C3 (produto de amplificacdo de 437 pares de bases) e
para GAPDH: 5"CAA AGT TGT CAT GGA TGA CC3" e 5°CCA TGG AGA AGG
CTG GGG 3" (produto de amplificacdo de 195 pares de bases). Controles
negativos foram realizados utilizando agua destilada autoclavada no lugar dos
respectivos cDNAs. A expressdo do mMRNA da ecto-5-nucleotidase foi
determinada avaliando a razéo da intensidade da banda da ecto-5"-nucleotidase

para GAPDH para a linhagem U138-MG ou B-actina para a linhagem C6.

3.8. Citometria de fluxo

As células de glioma U138-MG foram crescidas até alcancarem diferentes
confluéncias. Apo6s, o meio foi removido e as células foram tripsinizadas,
dissociadas e contadas em hemocitdmetro. 1 x 10° células foram centrifugadas,
lavadas com PBS e incubadas com anticorpo anti CD73 de humanos marcado
com ficoeritrina (IgGi[PE]) (1:10) durante 1 h a 4C. Paralelamente, foram

processadas amostras nas mesmas condi¢cdes, sem adicdo de anticorpo. Apos a
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incubacao, as células marcadas e ndo marcadas foram misturadas e analisadas
no citbmetro de fluxo (FACS Calibur-BD Biosciences). Os resultados foram
analisados utilizando-se o Winndi and Cychred software (University of Walles
College of Medicine, Cardiff, UK) e mostrados como razdo de células

marcadas/ndo marcadas.

3.9. Silenciamento da ecto-5’-NT/CD73 pela técnica do RNA de interferéncia

(RNAI)

Células Hek 293t (empacotadoras de virus) foram transfectadas com
Superfect (Quiagen) em placa de 6 po¢cos com os plasmideos de empacotamento
de virus (RRE , Rev e VSVG), além do plasmideo de interesse contendo a
sequéncia comercial de RNAIi da ecto-5’-NT/CD73 (Mission Sigma- Aldrich). As
sequéncias usadas foram: 5-CCTCTCAATCATGCCGCTTTA-3 denominada de
C4 e 5-GCACTGGGAAATCATGAATTT-3’, denominada C6. A sequéncia
denominada Ci é uma sequéncia ‘non-target’, a qual ndo deveria silenciar nenhum
MRNA. Quarenta e oito horas apds a transfeccdo, o sobrenadante viral das
células Hek 293t transfectadas foi filtrado em membrana de 45 puM (para retirar
possiveis células Hek empacotadoras contidas no meio viral). O sobrenadante
viral filtrado foi colocado sobre as células alvo (linhagem de glioma C6 ou U138-
MG), contendo 8 ug/uL de polybreno (reagente que auxilia na transdugéo viral)
durante a noite. Aproximadamente 72 h apos a transducéo iniciou-se a selecéo
com 30 uM de puromicina por 10 dias, uma vez que a sequéncia viral inserida no
genoma possui uma parte que confere resisténcia a puromicina. Testes anteriores

demonstraram que estas condigbes de tratamento com puromicina eliminaram
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completamente as células ndo transduzidas. Os experimentos de transducéo viral
e silenciamento da ecto-5"-NT foram realizados pela equipe do laboratério do Dr.

Guido Lenz do Departamento de Biofisica da UFRGS.

3.10. Ensaio de migragéao celular

Os ensaios de migracao celular foram realizados conforme descrito por
Valster e colaboradores (Valster et al., 2005). Resumidamente, as células da
linhagem U138-MG foram semeadas na densidade de 20.000 células/pogco em
placas de 12 pocos e crescidas até a confluéncia em DMEM suplementado com
15% de soro fetal bovino. Apdés, as células foram lavadas com CMF (tampao livre
de célcio e magnésio) e com o auxilio de uma ponteira foi feita uma fenda na
monocamada de células, gerando a separacao das mesmas. O meio de cultivo foi
recolocado e a migracao celular fotografada ao microscopio nos tempos de 0, 12,
24, 36 e 48 horas. Posteriormente o espaco migrado, em micrometros, foi

guantificado e representado como % de espaco a ser migrado pelas células.

3.11. Anéalise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo e analisados
por ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey ou através do teste T de
Student. Os valores foram considerados estatisticamente diferentes quando p<

0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Capitulo I:

4.1.1. The role of ecto-5-nucleotidase/CD73 on cell proliferation of glioma

cell lines

Artigo submetido a revista Molecular and Cellular Biochemistry.
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Abstract

Malignant gliomas are the most common and devastating primary tumors in the
brain and, despite treatment, patients with these tumors have a poor prognosis. The
participation of ecto-5’-NT/CD73 per se as a proliferative factor, being involved in
the control of cell growth, maturation, differentiation, invasion, migrations and
metastasis processes has been previously proposed. In the present study, we
evaluated the activity and functions of ecto-5-NT/CD73 during the proliferation
process of rat C6 and human U138-MG glioma cell lines. Increasing confluences
and culture times led to an increase in ecto-5-NT/CD73 activity in both C6 and
U138-MG glioma cells. RT-PCR analysis and flow cytometry showed a significant
increase in ecto-5-NT/CD73 mRNA and protein levels, respectively, comparing
confluent with sub-confluent cultures in human U138-MG glioma cells. Ecto-5-
nucleotidase/CD73 (ecto-5-NT/CD73) may regulate the extracellular AMP and
adenosine levels, which have been described as a proliferative factor. Treatment
with 1uM APCP, a competitive ecto-5-NT/CD73 inhibitor, caused a significant
reduction of 20% in U138-MG glioma cell proliferation. In addition, 100uM
adenosine increases cell proliferation by 25%. AMP (ImM and 3mM) decreased
U138-MG glioma cell proliferation by 29% and 42%, respectively. Taken together,
these results suggest the participation of ecto-5’-NT/CD73 in cell proliferation and
that this process is dependent upon the enzyme’s production of adenosine, a

proliferative factor, and removal of AMP, a toxic molecule for gliomas.

Keywords: Ecto-5"-nucleotidase/ CD73, glioma cells, cell proliferation.
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1. Introduction

Gliomas are the main primary central nervous system (CNS) tumors in
humans, accounting for almost 80% of brain malignances [1]. Glioblastoma
multiforme (GBM), classified with a grade 4, represents the most aggressive of
these tumors [2]. Despite considerable progress in research regarding the
molecular aspects of malignant gliomas, the prognosis of these tumors continues
to be dismal [3]. Multimodal combinations of target agents with radiation and
chemotherapy may enhance treatment efficacy [4], but despite these treatments,
gliomas recur early due to their high proliferation, infiltrative and invasive
behaviors [5, 6].

Glioma progression is a combination of overactivated signaling pathways
that control normal cell growth, aberrant expression of cellular oncogenes and
deletion of tumor suppressor genes [7, 8]. It has traditionally been thought that
brain tumors arise from differentiated neural cells, however, since neural stem
cells have been discovered in the adult CNS, it has been speculated that these
cells might be a principal target of mutations, with consequent transformation [9,
10].

Ecto-5’-nucleotidase (ecto-5’-NT/CD73) is a widely-distributed enzyme
anchored on the outer surface of the plasma membrane via a glycosyl
phosphatidylinositol linkage. The enzyme produces nucleosides from non-cyclic
nucleoside monophosphates, particularly adenosine 5’-monophosphate (AMP), in
the extracellular space. Ecto-5’-NT/CD73 is expressed in many different tissues
[11], with an intracellular localization also being described [12]. A role for the

enzyme as a proliferative factor has been proposed and the protein is involved in
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the control of cell growth, maturation and differentiation processes [13, 11, 14].
Previous studies indicate the involvement of ecto-5-NT/CD73 in cell-cell and cell-
matrix interactions [15, 16, 17, 18], in drug resistance [19] and tumor-promoting
functions [20]. Ecto-5’-NT/CD73 is highly expressed in many human solid tumors,
and the level of this expression has been associated with tumor
neovascularization, invasiveness, metastasis and with shorter patient survival time
[20]. In addition, the levels of ecto-5’-NT/CD73 show significant correlation with
tumor grade and localization [21].

Adenosine, the product of ecto-5-NT/CD73 activity, elicits important
physiological responses related to neurotransmission modulation, neuroprotection
and cell survival/death [22]. In addition, adenosine could mediate cell signaling in
physiological, as well as, pathological conditions [23], including regulation of
tumorigenesis [24]. Morrone and collaborators [25] demonstrated that adenosine
can act as a proliferative factor for glioma cells in culture. These effects are closely
related to extracellular adenosine concentrations, cell surface expression of
different adenosine receptor subtypes and signal transduction mechanisms
activated following the binding of specific agonists [26]. As such, although the role
of adenosine in tumorigenesis has been extensively studied, the effect of AMP on
cell proliferation of gliomas remains unclear.

Considering the important role of ecto-5-NT/CD73 as an adhesion/
migration protein and as the main source of extracellular adenosine from AMP
hydrolysis, in the present study we evaluated the involvement of ecto-5"-NT/CD73
in glioma cell line progression, as well as the effect of its substrate, AMP, and its

product, adenosine, on cell proliferation.
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2. Materials and methods

2.1. Chemicals

Cell culture medium, penicillin/streptomycin and trypsin/ EDTA solution
were obtained from Gibco (Gibco BRL, Carlsbad, CA, USA). APCP (o,B-methilene
ADP), DMSO (dimethylsulphoxide), AMP and adenosine were obtained from
Sigma (Sigma, St. Louis, USA). Fetal bovine serum was purchased from Cultilab
(Cultilab, Campinas, SP, Brazil). dNTPs, random primer, Tag polymerase and
reverse transcriptase were purchased from Promega (Promega, Madison,
Wisconsin, USA). Trizol LS reagent and oligonucleotides were obtained from
Invitrogen (Invitrogen Co., Carlsbad, California, USA). All other chemicals and

solvents used were of analytical or pharmaceutical grade.

2.2. Maintenance of cell line and treatment

The human glioblastoma cell line U138-MG (derived from spontaneously
occurring human maligmant gliomas) and the rat glioma cell line C6 (derived from
N-nitrosomethylurea-induced glioma in rat) were obtained from the American Type
Culture Collection (Rockville, Maryland, USA). The cells were grown and
maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) containing 0.5 U/mL
penicillin/streptomycin antibiotics, and supplemented with 5% (C6) or 15% (U138-
MG) (v/v) fetal bovine serum (FBS). Cells were kept at a temperature of 37°C, a

minimum relative humidity of 95%, and an atmosphere of 5% CO; in air. All the
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experiments of this study were conducted in serum supplemented DMEM. Glioma
cells were seeded according to each experiment.

APCP (o,p-methilene ADP) was dissolved in cell culture-grade
dimethylsulphoxide (DMSO). After reaching semi-confluence, U138-MG cells were
exposed to 1uM APCP for 48 h. Control cells were treated with vehicle. Similarly,
for treatment with adenosine and AMP, semi-confluent cells were incubated with
100uM adenosine or AMP (50uM, 100uM, 500uM, 1mM or 3mM) for 48 h. Control

cells were processed simultaneously.

2.3. Cell Counting

At the end of the different culture times, conditions and/or treatments, the
medium was removed, cells were washed with phosphate buffered saline (PBS)
and 200 pL of 0.25% trypsin/EDTA solution was added to detach the cells, which

were counted immediately in a hemocytometer.

2.4. Ecto-5-NT/CD73 assay

The ecto-5-NT/CD73 activity was assayed, as described by Wink et al.
[27]. After different culture times, conditions and/or treatments, the 24 multi-well
plates containing glioma cells were washed three times with incubation medium.
The reaction was started by the addition of 200uL of incubation medium containing
2mM MgCl,, 120mM NaCl, 5mM KCI, 10mM glucose, 20mM Hepes, pH 7.4 and
2mM of AMP at 37°C. After 10 min of incubation, the reaction was stopped by

taking an aliquot of the incubation medium, which was transferred to eppendorf
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tubes containing trichloroacetic acid (5% final concentration, w/v) previously
placed on ice. The inorganic phosphate (Pi) released was measured by the
malachite green method [28], using KH,PO, as a Pi standard. The non-enzymatic
Pi released from the nucleotide into the assay medium without cells was
subtracted from the total Pi released during the incubation, giving net values for
enzymatic activity. Specific activity was expressed as nmol Pi released/min/mg of

protein.

2.5. Protein determination

Cells in the 24-well microplates were solubilized with 100puL NaOH (1.0 M)
and frozen overnight. An aliquot was collected and protein was measured by the
Coomassie blue method [29] using bovine serum albumin as standard. The protein

determinations were carried out in all experiments.

2.6. RT-PCR analysis

Total RNA of the human U138-MG glioma cell line was isolated with Trizol
LS reagent (Invitrogen Co.,Carlsbad, California, USA) in accordance with the

manufacturer’s instructions. The cDNA species were synthesised with Reverse
Transcriptase (Promega, Madison, Wisconsin, USA) from 5 ug total RNA in a final
volume of 25ul with a random hexamer primer, in accordance with the
manufacturer’s instructions. cDNA reactions were performed for 1h at 37°C and
stopped by cooling at 4°C. Three microliters of cDNA were used as a template for

PCR in a total volume of 20ul using a concentration of 0.5uM of each primer
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(specific for ecto-5"-NT/CD73 or GAPDH) indicated below, 50uM of dNTP and 1 U
Tag polymerase (Promega, Madison, Wisconsin, USA) in the supplied reaction
buffer. As a control for cDNA synthesis, RT-PCR for GAPDH was performed. The
PCR cycling conditions were as follows: 1min at 95°C, 1min at 94°C, 1min at
annealing temperature (52°C for both primers), 1min at 72°C. All PCRs were
carried out for 35 cycles and included a final 10min extension at 72°C. Ten
microliters of the PCR reaction were analysed on a 1.5 % agarose gel containing
ethidium bromide and visualized under ultraviolet light. Bands were quantified
using the Image J program. The following sets of primers were used: for ecto- 5’-
NT/CD73: 5GAT CGA GCC ACT CCT CAA A 3" and 5"GCC CAT CAT CAG AAG
TGA C3° (amplification product: 437 bp) and for GAPDH: 5"CAA AGT TGT CAT
GGA TGA CC3" and 5°CCA TGG AGA AGG CTG GGG 3" (amplification product:
195 bp). Negative controls were performed with templates substituted by
DNAse/RNAse free distilled water for each PCR reaction. Ecto-5"-NT/CD73 mRNA
expression was determined as the ratio of the ecto-5"-NT/CD73 to GAPDH band

density.

2.7. Flow cytometry analysis

For flow cytometry analysis, U138-MG glioma cells were growth at different
confluences. After that, the medium was removed and the cells were trypsinized.
Dissociated cells were counted immediately in a hemocytometer and 1 x 10° cells
were centrifuged and washed with PBS. The pellets were ressuspended and the
cell suspension were incubated for 1h with mouse anti-human CD73 antibody

(IgG1, phycoerythrin [PE]) (1:10) for 1h at 4°C. In parallel, the same number of
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cells was performed without antibodies. Immediately before flow cytometry
analysis, labelled cells were mixed with the non-labelled cells. 50 000 events in the
cell gate were collected with a FACScalibur flow cytometer (BD Biosciences,
Mountain View, CA) using CellQuest software (BD Biosciences). Results were
analyzed using Winndi and Cychred software (University of Walles College of
Medicine, Cardiff, UK) and were shown as the ratio of labelled cells: non-labelled

cells.

2.8. Statistical analysis

Data are expressed as mean + SD and analyzed for statistical significance
by one-way ANOVA, followed by Tukey post-hoc or Student’s T test. Differences

between mean values were considered significant at P< 0.05.

3. Results

3.1 Cell density influence on ecto-5-NT/CD73 activity

To investigate whether cell density could affect ecto-5’-NT/CD73 activity, C6
and U138-MG glioma cells at different confluences (approximately 20, 40, 60, 80,
90 and 100% confluence) were incubated with AMP as substrate and the
enzymatic activity was determined under the conditions described in Materials and
Methods. As shown in Figure 1, increasing confluence leads to an increase in
ecto-5’-NT/CD73 specific activity in both C6 and U138-MG glioma cell lines. A

significant increase of 65% (P<0.05), 93% (P<0.001) and 117% (P<0.001) was
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observed in AMP hydrolysis for confluences of 80%, 90% and 100% of C6 glioma
cells, respectively, when compared with 20% confluence (Figure 1A). For the
U138-MG glioma cell line, significant increases in AMP hydrolysis of 99%
(P<0.05), 120% (P<0.001), 155% (P<0.001) and 175% (P<0.001) were observed
for 60% 80%, 90% and 100% of confluence respectively, when compared with
20% confluence (Figure 1B). The absolute cell numbers were: 49,500 + 3,400;
98,600 + 5,300; 153,000 + 5,800; 206,000 + 6,200; 253,000 + 7,800 and 310,000
+ 8,000 cells for rat C6 glioma cell line (Figure 1A) and 38,000 + 2,200; 77,000 +
3,100; 121,000 + 3,800; 164,000 * 4,250; 207,000 + 4,560 and 237,500 + 5,700
cells for human U138-MG glioma cell line for 20%, 40%, 60%, 80%, 90% and

100% cell confluence, respectively (Figure 1B).

3.2 Increase in ecto-5-NT/CD73 activity with increasing number of days of culture

The cells were seeded at the same densities and allowed to grow for 1, 3
or 5 days (C6 cells) and for 2, 4 or 6 days (U138-MG) to obtain sub-confluence
(nearly 50% of growth), semi-confluence (nearly 80% of growth) and confluence
(100% of growth) cell levels, respectively. The cultures were then incubated with
AMP as substrate and the enzymatic activity was determined under the conditions
described in Materials and Methods. The results showed an increase in ecto-5’-
NT/CD73 specific activity of 64% (P<0.01) after 2 days of culture (semi-confluent
cultures) and 114% (P<0.001) after 3 days of cultures (confluent cultures) for C6
glioma cells when compared with sub-confluent cultures (1day of culture) (Figure
2A). Figure 2B shows a significant increase of 60% (P<0.001) in ecto-5-NT/CD73

activity after 6 days of culture (confluent cells), when compared with 2 days (sub-
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confluent cells) for the U138-MG glioma cell line. The absolute cell numbers were:
94,200 + 4,600; 201,300 * 5,200 and 338,000 = 7,500 cells for rat C6 glioma cell
line (Figure 2A) and 72,000 + 4,100; 153,400 £ 5,700 and 229,900 + 6,250 cells

for human U138-MG glioma cell line (Figure 2B).

3.3 Increase in ecto-5-NT/CD73 mRNA levels in increasingly confluent U138-MG

glioma cells

Since increasing confluences promoted a significant increase in AMP
hydrolysis, the mRNA levels of ecto-5’-NT/CD73 were measured in human U138-
MG glioma cells in order to verify whether this increase was a result of an
enhanced expression of the ecto-5’-NT/CD73 mRNA. U138-MG glioma cells
revealed a specific signal (437 bp fragment) corresponding to ecto-5-NT/CD73
MRNA. Figure 3 shows that there was a significant increase in the expression of
the ecto-5-NT/CD73 mRNA for U138-MG, when cells at confluence were
compared to sub- or semi-confluent cells. The increase of 1.7 fold (P<0.05) in the
ratio of the ecto-5"-NT/CD73 to GAPDH band density is shown in Figure 3B. This
result indicates that the increase in ecto-5-NT/CD73 activity observed in Figure 2
is related to an overexpression of the ecto-5-NT/CD73 mRNA, suggesting an

increase in protein levels.

3.4 Increase in ecto-5-NT/CD73 protein expression in increasingly confluent glioma

cells
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To investigate whether the increase in ecto-5-NT/CD73 was the
consequence of an increase in protein expression on the cell surface, flow
cytometry was performed. A significant increase of 112% (P<0.05) was observed in
the expression of ecto-5-NT/CD73 protein in U138-MG glioma cells, when
comparing confluent cultures with sub-confluent cultures (Figure 4). This result
confirms that the increase in mRNA is accompanied by an increase in protein

expression.

3.5 Effect of APCP, adenosine and AMP on human U138-MG glioma cells

To better investigate the involvement of ecto-5-NT/CD73 in glioma cell
proliferation, the cells were treated with 1uM APCP (a,p-methylene ADP), an ecto-
5'NT/CD73 inhibitor, for 48h and the cell proliferation was evaluated by cell
counting. The AMP hydrolysis was inhibited by 24% (data not shown) in the
presence of this inhibitor and the treatment with APCP caused a parallel and
significant reduction of 20% (P<0.05) in U138-MG glioma cell proliferation (Figure
5A). These results support those of the literature and indicate the participation of the
enzymatic activity of ecto-5’-NT/CD73, in addition to its function as an adhesion
protein in the cell proliferation of glioma cells. To investigate whether the effect
caused by ecto-5-NT inhibition was due to AMP (that can be accumulated) or
adenosine (that can be reduced), the effect of AMP and adenosine was tested on
glioma cell proliferation. Confirming the previous results of our group [25],
adenosine induced glioma cell proliferation significantly by 25% (P<0.05) (Figure

5B). In addition, AMP in concentrations of 1mM and 3mM decreased U138-MG
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glioma cell proliferation by 29% (P<0.05) and 42% (P<0.01), respectively, indicating

a possible cytotoxic effect of this nucleotide for these cells.

4. Discussion

Gliomas are a large collection of primary brain tumors that have similar
morphology and gene expressions to those of glia and their precursors.
Glioblastoma multiforme, the most aggressive type of glioma, is associated with
very poor survival, as such glioma epidemiology has focused on identifying factors
that can be modified to prevent this disease [1].

Ecto-5-NT/CD73 is a membrane bound glycoprotein, which hydrolyses
extracellular nucleotides into bioactive nucleoside intermediates [11]. Ecto-5'-
NT/CD73 seems to have functions that are not related to its catalytic activity, being
involved in adhesion, in promoting tumor invasiveness, in CNS regeneration and
repair, in development and in cancer [16, 30, 31]. Adenosine, a product of ecto-5"-
NT/CD73 enzyme activity, has an important role in many physiological and
pathological events including tumorigenesis regulation [32]. One characteristic of
adenosine is to differentially modulate normal and transformed cell growth,
depending on its extracellular concentration, the expression of adenosine cell
surface receptors, and the physiological state of the target cell [33].

Accumulating evidence suggests that purinergic signaling is involved in the
growth and progression of glioma cells. We previously demonstrated that glioma
cells present an almost undetectable ATP- and ADP-hydrolysis activity, while they
have a significantly higher AMP-degrading activity when compared to normal

astrocytes [27]. ATP and adenosine are recognized as mitogenic factors that
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induce proliferation in human glioma cells [25] and the substantial decrease in
ATP and ADP hydrolysis with a high ecto-5-NT/CD73 activity may represent an
important mechanism associated with malignant transformation of glioma cell lines
[27, 34].

In the present study, we demonstrate that increasing confluences and
culture times lead to increases in the specific activity of ecto-5’-NT/CD73 in both
C6 and U138-MG glioma cell lines. In addition, a significant increase in ecto-5'-
NT/CD73 mRNA and protein levels, respectively, was observed when comparing
confluent cultures with sub-confluent ones. The literature suggests the
participation of ecto-5-NT/CD73 in cell survival and reports that the activity of
ecto-5-NT/CD73 is variable in malignant cells. The elevated enzymatic activity of
ecto-5’-NT/CD73 was found in breast carcinoma, gastric cancer, melanoma and
glioblastoma [20]. Considering the biological aggressiveness and the invasive
potential of glioma cell lines used in present study, our results are in accordance
with data from the literature that correlate the level of ecto-5’-NT/CD73 activity with
tumor grade.

Considering that the ecto-5’-NT/CD73 enzyme is reported as a protein
potentially involved in cell proliferation and tumor progression [30, 17], we tested
an ecto-5-NT/CD73 inhibitor (APCP) to evaluate the role of this enzyme in
proliferation of the human U138-MG glioma cell line. When the cells were treated
with APCP, a significant reduction in glioma cell proliferation was observed,
confirming the involvement of this enzyme in cell proliferation. A plausible
explanation for this result is that the inhibition of ecto-5’-NT/CD73, shown herein,
may result in a decrease in adenosine formation in the extracellular medium, since

adenosine demonstrated a proliferative induction in glioma cells. Thus, we
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speculate that ecto-5’-NT/CD73 could promote survival, proliferation and invasion
in glioma cell lines, at least in part, through its enzymatic ability to generate
adenosine. In addition, the main finding of this work was the cytotoxic effect
exhibited by AMP on U138-MG glioma cells. Therefore, the inhibition of AMP
hydrolysis by APCP could result in a decrease in extracellular adenosine and an
increase in AMP levels. Considering that extracelullar adenosine triggers a
proliferation signal, while extracellular AMP elicits opposite effects, our findings
support the proposed biological role of ecto-5"-NT/CD73 activity in glioma growth
as well as its function as an adhesive protein. This enzyme could have another
important role in controlling the extracellular concentrations of AMP, a toxic
molecule to gliomas, while generating adenosine to promote its growth.

In summary, our study found that ecto-5-NT/CD73 activityy, mRNA and
protein expression increase during the proliferative process in gliomas, suggesting
an important role of this enzyme during brain tumor development, for three reasons:
a) as an adhesive factor per se; b) for the adenosine generation in the extracellular
space, a well known proliferative factor and c) as a scavenger of AMP in the
extracellular space, a toxic molecule for these cells. Taken together, these results

suggest an important role of ecto-5’-NT/CD73 in glioma cell proliferation.

47



Acknowledgments

This work was supported by Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico (CNPq) and Coordenacao de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior (CAPES).

48



References

1. Schwartzbaum JA, Fisher JL, Aldape KD, Wrensch M (2006) Epidemiology and
molecular pathology of gliomas. Nature 2 (9): 494-501.

2. Dai C, Holland EC. Glioma models (2001) Biochem Biophys Acta 1551:M19-
M27.

3. Holland EC (2001) Gliomagenesis: Genetic alterations and mouse models.
Nature 2:120-129.

4. Sathornsumetee S, Reardon D, Desjardins A, Quinn J, Vredenburgh JJ, Rich
JN (2007) Moleculary targeted therapy for malignant gliomas. Cancer 110(1):13-

24.

5. Avgeropoulos NG, Batchelor TT (1976) New strategies for maligmant gliomas.
The Oncologist 4: 209-224.

6. Kleihues P, Louis DN, Scheithauer BW, Rorke LB, Reifenberger G, Burger PC,
Cavenee WK (2002) The WHO classification of tumors of the nervous system. J

Neuropathol Exp Neurol 61(3):215-25.

7. Aaronson SA (1991) Growth factors and cancer. Science 254: 1146-1153.

8. Brendel M, Pollack IF (1999) The p21-Ras signal transduction pathway and
growth regulation in human high-grade gliomas. Brain Res Reviews 29: 232-259.

9. Singh SK, Clarke ID, HideT, Dirks PB (2004) Cancer stem cells in nervous
system tumors. Oncogene 23: 7267-7273.

10. Kondo T (2006) Brain cancer stem-like cells. Eur J cancer 42: 1237-1242.

49


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=11895036&ordinalpos=6&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=11895036&ordinalpos=6&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=ShowDetailView&TermToSearch=11895036&ordinalpos=6&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum

11. Zimmermann H (1992) 5'-Nucleotidase: Molecular structure and functional
aspects. Biochem J 285 ( Pt 2): 345-365.

12. Heymann D, Reddington M, Kreutzberg GW (1984) Subcellular localization of
5’-nucleotidase in rat brain. J Neurochem 43(4):971-978.

13. Turnay J, OImo N, Rissi G, Von der Mark K, Lizarbe MA (1989) In Vitro Cell
Dev Biol 25(11) 1055-1061.

14. Navarro JM, Olmo N, Turnay J, Lopez-Conejo MT, Lizarbe MA (1998) Ecto-5'-
nucleotidase from a human colom adenocarcinoma cell line. Correlation between

enzyme activity and levels in intact cells. Mol Cell Biochem 187:131-131.

15. Vogel M, Kowalewski HJ, Zimmermenn H, Janetzko A, Margolis RU, Wollny
HE (1991) Association of the HNK-1 epitope with 5’-nucleotidase from Torpedo
marmorata. Biochem J 278:199-202.

16. Airas L, Hellman J, Salmi M, Bono P, Purune, Smith D J, Jalkanen S (1995)
CD73 is involved in lymphocyte binding to the endothelium: characterization of
lymphocyte-vascular adhesion protein 2 identifies it as CD73. J Exp Med 182:
1603-1608.

17. Sadej R, Spychala J, Skladanowski C (2006) Expression of ecto-5'-
nucleotidase (eN, CD73) in cell lines from various stages of human melanoma.
Melanoma Res 16:213-222.

18. Wang L, Zhou X, Zhou T, Ma D, Chen S, Zhi X, Yin L, Shao Z, Ou Z, Zhou P
(2007) Ecto-5-nucleotidase promotes invasion, migration and adhesion of human
breast cancer cells. J Cancer Res Clin Oncol. DOI 10.1007/s00432-007-0292-z.

19. Ujhazy P, Berleth ES, Pietkiewicz JM, Kitano H, Skaar JR, Ehrke MJ, Mihich E

(1996) Evidence for the involvement of ecto-5-nucleotidase (CD73) in drug
resistence. Int J Cancer 68: 493-500.

50



20. Spychala J (2000) Tumor-promoting functions of adenosine. Pharmacol Ther
87:161-173.

21. Eroglu A, Cambolat O, Demirci S, Kocaoglu H, Eryavuz Y, Akgul H (1997)
Activities of sdenosine deaminase and 5’-nucleotidase in cancerous and

noncancerous human colorectal tissues. Med Oncol 17: 319-324.

22. Jacobson K A, Hoffmann C, Cattabeni F, Abbracchio M P (1999) Adenosine-
induced cell death: evidence for receptor-mediated signalling. Apoptosis 4: 197-
211.

23. Resta R, Thompson LF (1997) T cell signalling through CD73. Cell Signal
9:131-139.

24. Merighi S, Mirandola P, Varani K, Gessi S, Leung E, Baraldi PG, Tabrizi MA,
Borea PA (2003) A glance at adenosine receptors: novel target for antitumor
therapy. Pharmacol Ther 100: 31-48.

25. Morrone, F.B., Jacques-Silva, M.C., Horn, A.P., Bernardi, A., Schwartsmann,
G., Rodnight, R., Lenz, G (2003) Extracellular nucleotides and nucleosides induce
proliferation and increase nucleoside transport in human glioma cell lines. J
Neuro-oncol 64, 211-218.

26. Merighi, S, Mirandola P, Milani D, Varani K, Gessi S, Klotz KN, Leung,E,
Baraldi PG, Borea PA (2002) Adenosine receptors as mediators of both cell
proliferation and cell death of cultured human melanoma cells. J Invest Dermatol
119:923-933.

27. Wink MR, Lenz G, Braganhol E, Tamajusuku ASK, Schwartsmann G, Sarkis
JJF, Battastini AMO (2003) Altered extracellular ATP, ADP and AMP catabolism in
glioma cell lines. Cancer Lett 198, 211-218.

28. Chan KM, Delfert D, Junger KD (1986) A direct colorimetric assay for Ca2+
stimulated ATPase activity. Anal Biochem 157: 375-380.

o1



29. Bradford MM (1976) A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal
Biochem 72: 248-254.

30. Fenoglio C, Necchi D, Civallero M, Ceroni M, Nano R (1997) Cytochemical
demonstration of nitric oxide synthase and 5’nucleotidase in human glioblastoma.
Anticancer Res 17:2507-2511.

31. Ludwing H C, Rausch S, Schallock K, Markakis E (1999) Expression of CD73
(ecto-5-nucleotidase) in 165 glioblastomas by immunohistochemestry and
electronmicroscopic histochemestry. Anticancer Res 19(3A): 1747-1752.

32. Zimmermann H (2001) Ectonucleotidases: some developments and a note on
nomenclature. Drug Develop Res 52: 44-56.

33. Ohana G, Bar-Yehuda S, Barer F, Fishman P (2001) Differential effect of
adenosine on tumor and normal cell growth: focus on the A3 adenosine receptor.
J Cell Physiol 186: 19-23.

34. Morrone FB, Oliveira DL, Gamermann PW, Stella J, Wofchuk S, Wink MR,
Meurer L, Edelweiss MIA, Lenz G, Battastini AMO (2006) Involvement of
extracellular ATP on the glioblastoma growth in a rat glioma model. BMC Cancer 6:
226-236.

52



Legends

Figure 1: Cell density influence on ecto-5’-NT/CD73 activity. C6 (A) and U138-
MG (B) glioma cells were seeded at different densities and allowed to reach
approximately 20, 40, 60, 80, 90 and 100% confluence. Cells were incubated with
2mM AMP for 10 minutes. The absolute cell count was performed as described in
the text. Specific activity values are expressed as nmol Pi/min/mg protein. The
values represent means + SD from three independent experiments. The effect was
statistically different in relation to the control at * p<0.05, ** p<0.01 and ***

p<0.001, as determined by one-way ANOVA followed by the Tukey test.

Figure 2: Increase in ecto-5’-NT/CD73 activity with increasing number culture
days. Different confluences were obtained after seeding 5,000 cells per well for
C6 and 10,000 cells per well for U138-MG glioma. Following culture times of (A) 1,
3 or 5 days for C6 and (B) 2, 4 or 6 days for U138-MG, cells were incubated with
2mM AMP for 10 minutes. Specific activity values are expressed as nmol
Pi/min/mg protein. The values represent means + SD from three independent
experiments. The effect was statistically different in relation to the first day of
incubation at **p<0.01 and ** p<0.001 as determined by one-way ANOVA

followed by Tukey test.

Figure 3: Ecto-5"-NT/CD73 expression in U138-MG glioma cells evaluated by
semi-quantitative RT-PCR after different cell confluences. After the cultures
reached different confluences: sub-confluence (50% of growth), semi-confluence

(80% of growth) or confluence (100% of growth), total RNA was extracted and
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processed for analysis of ecto-5"-NT/CD73 expression in U138-MG glioma cell line.
The PCR products were separated on a 1.5% agarose gel (A) and the expression
was evaluated by determining the CD73 to GAPDH mRNA ratio (B). The effect
was statistically different in relation to the first confluence at * p<0.05 as
determined by one-way ANOVA followed by Tukey test. Values are representative

of 3 independent experiments.

Figure 4: Flow cytometry analysis of ecto-5’-NT/CD73 protein expression in
U138-MG glioma cells at different confluences. After growth to sub-confluence
(50% of growth), semi-confluence (80% of growth) or confluence (100% of growth),
U138-MG glioma cells were trypsinized and prepared as described in Materials
and methods. After 1h of incubation with mouse anti-human CD73 antibody (IgG1,
phycoerythrin [PE]) (1:10), the mixture of cells (cells labelled with antibody and
non-labelled cells) were collected and analysed with a FACS flow cytometer.
Results are shown as the ratio of labelled cells / non-labelled cells. Values
represent means + SD of three independent experiments. This effect was
statistically significant in relation to the control at *P<0.05, as determined by one-

way ANOVA followed by Tukey test.

Figure 5: Effect of APCP, adenosine and AMP on U138-MG cell proliferation.
Semi-confluent cells were treated with (A) 1uM APCP, (B) 100uM adenosine or
(C) AMP (50uM, 100uM, 500uM, 1mM or 3mM) for 48h. Following incubation, cells
were detached with 0.25% trypsin-EDTA and counted in a hemocytometer. Data

are the means + SD of three independent experiments. The control was
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considered as 100 %. The effect was statistically different in relation to control at
*P<0.05 or *p<0.01 as determined by Student’s T test in figures A and B and by

one-way ANOVA followed by Tukey test in figure C.

55



U138

B C6

Figures

100

T%-
TW/////////////////A-
: T%-
’ T%-
T%-
S TZ-

OOOOOOOOOOOOO
0000000000000

80

60
% of confluence

40

Xk
*%

* I [
90

uia1o4d Jo Bwyulwy/id [owu

56

60 80 90 100
% of confluence

40

20



@ C6

L B
%/////ﬁz

OOOOOOOOOOOOOOOOOO
6666666666666666
1111111

Time (days)

57

Time (days)



GAPDH

5°-NT/CD73

N~ o © ® o

58



00000000000
444444444

59



Figure 5

(O}
g
o]
o
—
o)
[

ll S S S
o o o o o o o
N o [e0) (Lo} <t N
— —

|0J1UOD JO S|[92 %

APCP

Control

Treatments

B U138-MG

140 -

T
o
N
—

T T T T
o o o o
m 8 6 4

|0J1UO0J JO S||90 %

T
o
N

o

Adenosine

control

Treatments

60



O
A
OSS

T _ _
000000
00000

MIMIMMIMBIB(IYY -

PN\? 50\)‘]\ o @0\)‘]\ o 600\)\1\ e N o " t
W N

Treatments

61



4.2. Capitulo II:

4.2.1. Apresentagédo dos resultados que ndo constam no artigo

4.2.2.1. Caracterizacdo das células C6 e U138-MG apOs o processo de

silenciamento estavel da ecto-5’-NT/CD73 pela técnica do RNAI.

160 A
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C6 controle C6/Ci C6/C4 C6/C6

Figura 1: Atividade da ecto-5’-NT/CD73 apés silenciamento pela técnica do
RNA de interferéncia em linhagem de glioma C6 de rato. ApGs o processo de
silenciamento as células C6 controle, C6/Ci (controle da transducao), C6/C4 e
C6/C6 com ecto-5’-NT/CD73 silenciada foram semeadas e crescidas até a
confluéncia. As culturas foram incubadas AMP 2,0 mM por 10 min, conforme
descrito em Materiais e Métodos. Os valores representam média + desvio padrao
e foram analisados através do teste estatistico ANOVA de uma via, seguido pelo
teste de Tukey (p<0,001).

2 estatisticamente diferente do grupo controle normal. ° estatisticamente diferente

do grupo controle ci.
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Figura 2: Expresséo da ecto-5’-NT/CD73 ap0s seu silenciamento pela técnica
do RNA de interferéncia em linhagem de glioma C6 de rato avaliada por RT-
PCR semi-quantitativo. Apos atingirem a confluéncia, 0o mRNA das células C6
controle, C6/Ci (controle da transducéo), C6/C4 e C6/C6 com ecto-5-NT/CD73
silenciada foi extraido para andlise da expressdo da ecto-5-NT/CD73. Os

produtos do PCR foram separados em gel de agarose 1,5%.
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Figura 3: Atividade da ecto-5’-NT/CD73 apés silenciamento pela técnica do
RNA de interferéncia em linhagem de glioma humano U138-MG. Apds o
processo de silenciamento da ecto-5-NT/CD73 as células U138-MG controle,
U138-MG/Ci (controle da transducdo) e U138-MG/C6 foram semeadas e
crescidas até a confluéncia. Em seguida, as culturas foram incubadas AMP 2,0
mM por 10 min, conforme descrito em Materiais e Métodos. Os valores
representam média = desvio padrdo e foram analisados através do teste

estatistico ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tukey. * p<0,05.
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Figura 4: Expressdao da ecto-5’-NT/CD73 apG4s seu silenciamento pela técnica
do RNA de interferéncia em linhagem de glioma humano U138-MG avaliada
por RT-PCR semi-quantitativo. Apds atingirem a confluéncia, o mRNA das
células U138-MG controle, U138-MG/Ci (controle da transducédo) e U138-MG/C6
com ecto-5’-NT/CD73 silenciada foi extraido para analise da expressdo da ecto-

5-NT/CD73. Os produtos do PCR foram separados em gel de agarose 1,5%.
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4.2.2.2. Efeito do silenciamento da expressdo da ecto-5-NT/CD73 sobre a

migracgao celular em linhagem de glioma humano U138-MG

120 - —— U138-MG
—— U138 ci
—A— U138 c6
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Figura 5: Silenciamento da ecto-5’-NT/CD73 diminui a migracdo celular em
linhagem de glioma humano U138-MG. As células U138-MG controle, U138-
MGI/Ci (controle da transducdo) e U138-MG/C6 com ecto-5’-NT/CD73 silenciada
foram semeadas em placas de 12 pocos e crescidas até a confluéncia. Apos, com
o auxilio de uma ponteira foi feita uma fenda na monocamada de células, gerando
a separacdo das mesmas. A migracdo celular foi observada e fotografada ao
microscopio durante 48 h e o espaco migrado foi quantificado. Os dados
representam % de espaco que as células apresentam para migrar £ desvio
padrdao e foram analisados através do teste estatistico ANOVA de uma via,
seguido pelo teste de Tukey. * p<0,05, ** p<0,01 e *** p<0,001.

" estatisticamente diferente da U138-MG controle. * estatisticamente diferente da

U138-MG/Ci.
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5. DISCUSSAO

Os gliomas representam o tipo mais comum e devastador de tumor
primario do SNC. O termo glioma envolve uma grande variedade de tumores
cerebrais, 0s quais apresentam morfologia e expressdo génica semelhantes a glia
e/ou a seus precursores (Holland, 2001). Os gliomas consistem numa populacéo
heterogénea de células contendo uma maioria de células mutadas tumorais e
uma minoria de células tronco tumorigénicas, provavelmente responsaveis pela
rapida propagacao desses tumores (Zheng et al., 2007). As linhagens de glioma
de rato C6 e U138-MG de humano foram utilizadas neste trabalho como modelos
de glioblastoma multiforme (GBM), o qual representa o tipo mais agressivo de
glioma e estad associado com baixo tempo de sobrevida dos pacientes. Muitos
estudos tentam identificar fatores que podem estar envolvidos na origem e
progressao desta patologia, bem como novas estratégias de tratamento, a fim de
aumentar a taxa de sobrevida média dos pacientes, a qual permanece inalterada
h& muitos anos, ficando em torno de 9- 12 meses (Schwartzbaum et al., 2006).
Embora o GBM apresente comportamento bastante agressivo no cérebro,
metastases fora do SNC sdo muito raras. Isto se deve a varias razdes como
morte precoce do pacientes antes da deteccdo de possiveis metastases;
impedimento do crescimento fora ao SNC devido ao ataque imunolégico ou pela
auséncia dos fatores troficos e composicdo da matriz extracelular (MEC) dos
vasos sanguineos que ajuda a prevenir o acesso do GBM para o meio
intravascular, bloqueando a disseminacéo imunolégica (Mourad et al., 2005).

A ecto-5’-NT/CD73, uma glicoproteina ligada & membrana plasmatica

apresentando seu sitio catalitico voltado para o meio extracelular, € a enzima
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responsavel principalmente pela hidrélise do AMP até adenosina (Zimmermann,
1992). A adenosina apresenta um importante papel em muitos eventos
fisiologicos e fisiopatolégicos, incluindo a regulagdo da tumorigénese
(Zimmermann, 2001), apresentando diferentes agdes como estimulo proliferativo
e até sinalizacdo de morte celular, dependendo da expressao e da ligacdo aos
seus receptores especificos do tipo P1, além das concentracdes da mesma no
meio extracelular (Ohana et al., 2001). Além da importante atividade enzimatica, a
ecto-5-NT/CD73 apresenta papel importante como proteina de adesdo, sendo
bem conhecida com tal em linfocitos (Airas et al., 1995) e servindo como molécula
promotora da invasividade tumoral em glioblastomas humanos (Fenoglio et al.,
1997). A ecto-5’-NT/CD73 também é considerada um fator de motilidade e é
descrita como envolvida na regeneracdo e reparo de danos no SNC e no
desenvolvimento de cancer. Estes dados previamente publicados indicam um
importante papel da ecto-5’-como molécula de adesao celular em muitos sistemas
biologicos, evidenciando varias funcbes além da sua atividade catalitica (Fenoglio
et al., 1997; Ludwig et al., 1999; Wang et al., 2007).

Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa tém demonstrado fortes
evidéncias de que a sinalizacdo purinérgica esta envolvida no crescimento e na
progressdo dos gliomas. Inicialmente, foi demonstrado que gliomas apresentam
alteracdes no metabolismo extracelular dos nucleotideos da adenina, exibindo
uma baixa atividade ATP&asica e uma elevada atividade AMPasica,
comportamento oposto ao dos astrocitos (Wink et al., 2003). Além disso, ATP e
adenosina no meio extracelular induzem estimulo proliferativo em diferentes
culturas de gliomas (Morrone et al., 2003) e ao contrario do tecido cerebral

normal, gliomas apresentam uma clara resisténcia a morte induzida por

68



concentracgdes citotoxicas de ATP (Morrone et al., 2005). Finalmente, a co-inje¢édo
de apirase, enzima envolvida na hidrélise do ATP e do ADP, resultou numa
reducdo das caracteristicas tumorais malignas em modelo animal de gliomas in
vivo (Morrone et al., 2006). Pela constatacdo da alta atividade AMPasica em
gliomas e considerando que a ecto-5-NT/CD73 pode estar envolvida em eventos
de migracdo e adeséo celular, (Dieckhoff et al., 1986) e no acimulo de adenosina,
molécula que potencialmente pode contribuir para a progressao tumoral
(Spychala, 2000), neste trabalho nés estudamos o envolvimento e as fun¢des da
ecto-5’-NT/CD73 durante a proliferacdo de linhagens de gliomas em cultura.
Primeiramente, foi investigado o envolvimento da ecto-5-NT/CD73 no
processo proliferativo das linhagens de gliomas C6 e U138-MG. Os resultados
apresentados no Capitulo 1 desta dissertacdo revelam que crescentes
confluéncias celulares, obtidas tanto por aumento da densidade celular quanto
pelos crescentes dias de cultivo, ocasionaram um aumento da atividade
enzimatica especifica da ecto-5-NT/CD73 em ambas linhagens de gliomas
estudadas (Figuras 1 e 2). Interessantemente, o aumento da atividade enzimatica
nao foi devido ao aumento do numero de células somente, mas provavelmente
também ao aumento da expressdo da proteina. De fato, um significativo aumento
de 1,7 vezes ou 71% (P<0.05) na razéo ecto-5’-NT/CD73/GAPDH dos niveis de
MRNA e de 112% (P<0.05) nos niveis de expressao da ecto-5’NT como proteina
foram observados quando comparadas culturas confluentes com as
subconfluentes da linhagem de glioma humano U138-MG (Figuras 3 e 4). Estes
resultados estdo de acordo com os dados previamente publicados por Turnay, em
1989, para outras linhagens celulares de gliomas, demonstrando que a atividade

da ecto-5-NT/CD73 varia em fungcdo da densidade celular, elevando-se com o
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aumento da confluéncia das culturas e sugerindo que esta enzima pode estar
envolvida no processo de progresséo tumoral dos gliomas.

Em adicéo, o a-p metileno ADP (APCP 1 uM), inibidor competitivo da ecto-
5-NT/CD73, foi capaz reduzir significativamente em 20% (P<0,05) a proliferacéao
celular na linhagem de glioma humano U138-MG (Figura 5A), confirmando o
envolvimento da atividade enzimatica da ecto-5-NT/CD73 na proliferagcdo dos
gliomas. Este efeito do tratamento com APCP est4 de acordo com os dados da
literatura que sugerem um papel per se desta enzima na sobrevivéncia celular
(Turnay et al., 1989; Navarro et al., 1998; Zimmermann, 2002). Esta inibicdo do
crescimento celular causada pela inibicdo da enzima pelo APCP pode ser
decorrente da reducéo da quantidade de adenosina, produto da reagcdo, no meio
extracelular, uma vez que esta molécula é um importante fator proliferativo nesta
linhagem de glioma. Confirmando esta hipotese e os dados previamente
publicados (Morrone et al., 2003), 100 uM de adenosina aumentou em 25%
(P<0,05) a proliferacao das células da linhagem U138-MG (Figura 5B). Assim, de
forma similar ao previamente descrito para cancer de mama (Wang et al., 2007),
foi verificado que a atividade da ecto-5’-NT/CD73 é muito importante durante o
processo proliferativo dos gliomas, provavelmente pela geracdo de adenosina,
além do seu papel como molécula de adesédo, como também previamente descrito
na literatura.

Tanto os dados da literatura, quanto os estudos do nosso laboratorio tém
focado a atencdo no ATP e na adenosina como moléculas sinalizadoras de
processos de proliferacdo e/ou morte celular de gliomas. Entretanto, muito pouco
tem sido investigado com relacdo ao papel do AMP, que €& uma molécula

intermediaria na cascata enzimética de degradacdo do ATP até adenosina no
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meio extracelular. Um dos principais achados do presente trabalho foi o potencial
citotoxico apresentado pelo AMP na linhagem humana U138-MG. Este
nucleosideo monofosfatado, principal substrato para a ecto-5-NT/CD73, nas
concentragbes de 1 mM e 3 mM foi capaz de reduzir a proliferagéo celular em
29% (P<0,05) e 42% (P<0,01), respectivamente (Figura 5C), indicando seu efeito
toxico nesta linhagem. Portanto, a funcdo da ecto-5-NT/CD73 estd muito além de
simples molécula de adesdo, importante em processos de migracdo, adeséo e
crescimento celular e da atividade geradora de adenosina para promoc¢ao do
crescimento celular. No caso dos gliomas, propomos que a atividade aumentada
desta enzima represente um mecanismo adicional de “protecdo” dessas células
tumorais contra um possivel efeito toxico do AMP atraves da remogéo do excesso
dessa molécula no meio extracelular, e por consequéncia na manutencdo de
niveis adequados da mesma. Desta forma, estes resultados nos levam a lancar a
seguinte hipotese sobre o papel da ecto-5’-NT/CD73 nos gliomas. As células de
glioma, através do seu crescimento levam a lise celular das células adjacentes,
gerando extravasamento do conteudo celular, incluindo altas concentracdes de
ATP. Este, conforme descrito anteriormente, ndo apresenta potencial citotéxico
para os gliomas, contudo é citotdéxico para as células normais do SNC. Desta
forma, visando a protecdo das células normais do SNC, este nucleotideo é
rapidamente hidrolisado pelas NTPDases, altamente expressas em astrécitos,
gerando AMP. Este por sua vez € pobremente hidrolisado pelas células normais e
€ toxico para o glioma, conforme mostrado nesta dissertacdo. Por esta razédo, os
gliomas disporiam de uma elevada atividade da ecto-5’-NT/CD73 justamente para
hidrolisar este nucleosideo monofosfatado prejudicial a proliferacdo celular

tumoral. Portanto, a ecto-5"-NT/CD73 depleta o AMP citotdxico e gera adenosina,
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propiciando o crescimento do glioma. Além disso, como molécula de adesé&o ela
também auxilia na propagacdo dos gliomas. Este pode ser um mecanismo
adaptativo do tumor para se defender do ambiente propicio & morte celular gerado

durante a invasé&o tumoral, conforme demonstrado na figura 4:

Crescimento e
lise celular
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“Proliferacéo
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NTPDases ~_ I /ﬁé'

Figura 4: Modelo proposto para as funcbes da ecto-5-NT/CD73 na

proliferacdo dos gliomas.

Conforme descrito neste trabalho, a ecto-5-NT/CD73 apresenta
importantes fungdes que auxiliam o crescimento de gliomas. Desta forma, tornou-

se interessante verificar o efeito da deplecédo desta enzima nestas células. Para
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tanto, foi realizado o silenciamento da ecto-5-NT/CD73, conforme descrito no
material e métodos pela técnica do RNA de interferéncia (RNAI) e procedida a
caracterizacdo das linhagens geradas, tanto para C6 quanto para U138-MG. A
técnica conhecida como RNA de interferéncia consistiu na desativacao seletiva do
gene da ecto-5-NT/CD73 através da degradacdo de seu RNA mensageiro. O
RNA de interferéncia é uma molécula de fita dupla que apresenta
complementaridade as bases do mRNA da ecto-5’-NT/CD73, o qual foi inserido
nas células de glioma por transducdao viral. Apds a insercao, as fitas se separam e
uma delas se acopla a fita unica do mRNA correspondente. Tal acoplamento ativa
um complexo protéico conhecido como RISC (complexo silenciador induzido por
RNA), que entdo reconhece aquele mRNA como alvo e passa a degrada-lo,
utilizando enzimas denominadas nucleases (presentes no complexo). Isto impede
gue o mMRNA seja lido pelos ribossomos, onde séo sintetizadas as proteinas, e
desta forma o gene da ecto-5’-NT/CD73 foi silenciado.

Os resultados apresentados no capitulo 2 desta dissertacdo demonstram
gue foram geradas duas linhagens com ecto-5-NT/CD73 silenciada para as
células C6, sendo o a C6/C4 com 75% de reducdo da atividade da ecto-5'-
NT/CD73 e a C6/C6 com 96% de reducédo. Entretanto, o controle do processo de
transducéo viral C6/Ci também apresentou reducdo de 97% da atividade da ecto-
5-NT/CD73 (Figura 1). De acordo, isto também pode ser evidenciando através do
resultado de RT-PCR (Figura 2), onde nao foi observada expressao da ecto-5'-
NT/CD73 na linhagens C6/Ci e C6/C6, os quais apresentaram silenciamento
guase completo, e observada a banda da ecto-5-NT/CD73 na linhagem C6/C4
que apresentou um menor silenciamento da enzima (Figura 2). Assim, para

realizacdo de experimentos futuros é necessario gerar o clone controle sem o
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silenciamento da enzima em estudo (trabalho que estd em andamento). Para a
linhagem U138-MG foi obtido a linhagem controle U138-MG/Ci sem o
silenciamento da ecto-5-NT/CD73 e um clone U138-MG/C6 com reducéo de 42%
da atividade enzimatica ap0s o silenciamento da ecto-5-NT/CD73 (Figura 3).
Quando analisada a expressdo da enzima por RT-PCR, ndo foram observadas
alteracbes na expressdo do mRNA. Contudo, para comparacdo de expressao €
necessaria a realizacdo de PCR em tempo real, uma vez que o RT-PCR é um
meétodo semi-quantitativo. Experimentos estdo em andamento para quantificar a
expressao apos o silenciamento em ambas as linhagens silenciadas.

Como a ecto-5-NT/CD73 apresenta importante funcdo em varios
processos, incluindo a migracdo celular, nés investigamos o efeito do
silenciamento da ecto-5’-NT/CD73 neste processo utilizando a linhagem U138-
MG, visto que para esta temos o controle da transducdo sem o silenciamento da
ecto-5’-NT/CD73. Assim, conforme resultado mostrado na figura 5 do capitulo 2
houve uma reducdo significativa na migracéo celular na linhagem que apresentou
ecto-5’-NT/CD73 silenciada (U138-MG/C6), reforcando a importancia desta
enzima no processo de migracao celular em gliomas. Conforme previamente
descrito, em linhagens de céncer de mama, a ecto-5-NT/CD73 é uma das
proteinas envolvidas no processo metastatico, promovendo a migracao, invasao e
adesdao celular (Wang et al., 2007) e seu silenciamento reduziu as caracteristicas
malignas, o crescimento in vivo e 0s processos de adesdo, migracdo e invasao
(Zhou et al., 2007). No presente trabalho com linhagens de gliomas com ecto-5'-
NT/CD73 silenciada, at¢ o momento, foi demonstrado a importancia da ecto-5'-

NT/CD73 na migracéo celular.
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Em resumo, este trabalho demonstrou que a atividade enzimética, os niveis
de mRNA e de proteina da ecto-5-NT/CD73 se elevam com o aumento das
confluéncias celulares sugerindo uma importante funcdo desta enzima no
desenvolvimento e progressao tumoral de gliomas. Isto pode ocorrer devido a trés
razoes:

a) pelo fato da ecto-5’-NT/CD73 ser uma molécula de adeséo;

b) através da geracao de adenosina, aumentando a disponibilidade deste
fator proliferativo no espaco extracelular;

c) através da remocéao do AMP extracelular que, em excesso, demonstrou
ser citotoxico para a linhagem estudada.

Além disso, dados preliminares demonstraram a importancia da ecto-5’NT
na migracdo celular, uma vez que o silenciamento da enzima reduziu este
processo. Portanto, o conjunto de dados deste trabalho demonstra que,
semelhante ao que ocorre em outros tipos de tumores, a ecto-5’-NT/CD73 esta
envolvida no crescimento, proliferacdo e migracdo de células de glioma em
cultura, reforcando novamente a importancia desta enzima na sobrevivéncia

destes tumores.
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6. CONCLUSOES

1) A atividade da ecto-5’NT/CD73, bem como a expressdo de seu mRNA e
proteina se elevam de acordo com o aumento a confluéncia celular nas
linhagens de glioma estudadas;

2) A inibicdo da ecto-5-NT/CD73 pelo APCP ocasionou a inibicdo da
proliferacao celular na linhagem de glioma humano U138-MG;

3) A adenosina exerce efeito indutor de proliferacdo celular na linhagem de
glioma humano U138-MG;

4) O AMP demonstrou efeito citotoxico sobre a linhagem de glioma humano
U138-MG;

5) O silenciamento da ecto-5’-NT/CD73 reduz a migracao celular na linhagem
de glioma U138-MG;

6) A ecto-5-NT/CD73 estd efetivamente envolvida no processo de

sobrevivéncia e propagacéo dos gliomas.
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1)

2)

3)

4)

5)

7. PERSPECTIVAS

Aprofundar o estudo sobre a citotoxicidade causada pelo AMP, avaliando
possivel receptor e vias de sinalizacdo celular envolvidas e o tipo de morte
ocasionada;

Estudar o efeito da adenosina e do AMP sobre os processos de adeséo e
migracéo celular;

Confirmar por PCR em tempo real a redugdo da expressao da ecto-5'-
NT/CD73 nas células com esta enzima silenciada;

Analisar o efeito do silenciamento da ecto-5’-NT/CD73 sobre os processos
de adeséao e proliferacéo celular nas linhagens de glioma;

Analisar o crescimento do glioma em modelo de implante in vivo em

cérebro de ratos, utilizando as células com ecto-5’-NT/CD73 silenciada.
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