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INTRODUCAO

Meduloblastoma (MB) é um tumor primario de origem neuroepitelial embrionaria que ocorre no cerebelo e na fossa posterior [Gilbertson &
Ellison, 2008]. E classificado como tumor de grau IV, sendo este o maior grau de malignidade segundo a Organizacio Mundial da Saide (OMS). Esta
neoplasia acomete preferencialmente criancgas, principalmente do sexo masculino, com media de 9 anos de idade [Koeller & Rushing, 2003].

O ATP extracelular é considerado uma importante molécula de sinalizacdo envolvida em diversos processos biologicos, inclusive no controle da
neurotransmissao e da proliferacdo/morte celular e com o desenvolvimento e a progressao tumoral [Burnstock, 2006]. Foi demonstrado que o ATP e a
adenosina extracelular promovem a proliferacéo celular em linhagens de glioma humano [Morrone et al, 2003].Além disso, em nosso laboratorio, foi
mostrado que alteracGes na atividade das enzimas do sistema purinérgico (ecto-nucleotidases) estdo envolvidas na biologia de células de gliomas e
tumores de bexiga [Wink et al, 2003; Stella et al, 2009, Braganhol et al, 2009]. Considerando esses dados, 0 objetivo deste trabalho € avaliar a secrecéo
basal de nucleotideos e nucleosideos além da atividade e a expressao das ecto-nucleotidases em diferentes linhagens de meduloblastoma humano.

MATERIAIS E METODOS

Analise por HPLC
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Cultura celular: As linhagens celulares de meduloblastoma humano
Daoy, ONS76 e D283 foram cultivadas em meio de cultivo (DMEM)
suplementado com soro fetal bovino (10%). As mesmas foram mantidas
em temperatura média de 37 C, umidade relativa minima de 95% e
atmosfera de 5% CO.,,.

Ensaio enzimatico:
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Aplicou-se aliquotas de 40 pul em

Coletou-se e centrifugou-se
0 sobrenadante a 4 C por 30

.-,f Tempo de Incubou-se as células em meio qum @ 16,0009 HPLC de fase reversa utilizando uma
Incubacao Atividade incubacdo com ou sem AMP como coluna C18 Shimadzu (Shimadzu,
év enzimatica substrato, a 37 C Japan) com absorbancia a 260 nm
B —> nmol
Pi/min/mg
TCA 10% proteina Ensaio de RT-PCR: Inicialmente, o RNA total foi isolado das linhagens
200 pL de Verde de ' '
meio de Malaquita celulares com o reagente Trizol LS (Invitrogen). O cDNA das amostras
Incubacao + nmol Pi/min juntamente com o0s respectivos primers para as NTPDases e ecto-5 -NT

Mg?* ou Ca?*

(Chan et al, 1986)
e substrato

foram utilizados para a Reacao em Cadeia da Polimerase (RT-PCR).

RESULTADOS

Analise da secrecdo basal de nucleotideos pelas linhagens de MB Analise da expressdo das ectonucleotidases em 3 linhagens celulares de
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- Fig. 1 = As celulas de MB foram incubadas
Eg-ll—l 3 Daoy por 90 min em meio de incubacdo adequado NTPDase 1

1004 « B3 ONS76 e as concentracoes de ATP, ADP, AMP,
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Metabolismo do AMP extracelular pelas linhagens celulares de MB
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Fig. 3 = As linhagens celulares de MB Daoy, ONS76 e D283 foram cultivadas em placas de 24
pocos e foram incubadas com 100 uM de AMP em 250 pL de meio de incubacdo. Uma aliquota
de sobrenadante foi coletada nos tempos 0, 5, 10, 20, 30, 60 e 90 min e a presenca de AMP,
ADO, INO e HIPO (hipoxantina) foi determinada por separacao por HPLC. Os dados sdo a
média dos valores DP a partir de dois experimentos em triplicata.
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90- e Fig. 2 = As celulas foram incubadas com
- 80- : | B3 Doy ATP e ADP 1mM por 30 minutos, bem Fig. 4 = Para o gene GAPDH foi realizado como controle de reacdo para o0 cDNA das amostras.
E = p Fig. 4.
£ 70 = ONS78 1 como com AMP 2mM por 10 minutos. Os Como controle positivo dos primers foram utilizados plasmideos contendo as sequéncias das
S 60 W D283 1 valores representam a media DP de 3 NTPDases para as enzimas NTPDases 1 e 3 e ecto-5 NT/CD73. Para a NTPDase5 foi utilizado
£ 501 — experimentos independentes. (***) p<0.001 como controle o cDNA da linhagem celular de tumor de bexiga T24. Os controles negativos foram
£ ] TT—— diferenca estatistica entre Daoy, ONS76 e realizados pela substituicdo do cDNA de amostras por agua destilada estéril, em cada reacdo de
E i D283; (*) p <0,05 diferenca estatistica entre PCR. -
2 5 ONS76 e D283, conforme determinado por CONCLUSAO
- ._ ANOVA de duas vias seguido pelo teste post : : : :

SEmi=T BN . hoc de Bonferroni Os resultados aqui apresentados evidenciam que todas as linhagens

ATP ADP AMP - .
celulares de meduloblastoma humano estudadas secretam principalmente

ATP para meio extracelular apresentando uma baixa hidrélise do ATP e do
ADP. As linhagens DAQOY e ONS76 apresentaram uma maior hidrolise de
AMP em relacéo a linhagem D283. Alem disso, atraves dos dados obtidos
em analise por HPLC salienta-se que estas duas linhagens, ao hidrolisarem
AMP, acumulam adenosina e inosina, respectivamente. Dessa forma,
pode-se inferir que a linhagem Daoy e ONS76 expressam a ecto-5'-
NT/CD73 que é capaz de hidrolisar AMP a adenosina, sugerimos que a
producao de inosina pela linhagem ONS76 deve-se a presenca da enzima
adenosina deaminase. E importante evidenciar que a D283 (um
representante da linhagem de tumor metastatico) tem uma baixa expressao
da enzima ecto-5'-NT/CD73, sugerindo uma importancia para esta enzima
na formacdo de metastases em meduloblastomas. Por fim, sugerimos que a
acumulacao de ATP e a producéo de adenosina e inosina poderia favorecer
a progressao meduloblastoma.



