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RESUMO

Glioblastoma multiforme é a forma mais comum e agressiva de tumor
cerebral que apresenta um severo crescimento e um comportamento altamente
invasivo. Linhagens de células de glioma em cultura apresentam alta atividade da
enzima ecto-5'-nucleotidase que metaboliza AMP em adenosina. Em adicao, ela
também interage com componentes da matriz extracelular como molécula
adesiva. Neste trabalho, nds avaliamos o efeito de diferentes componentes da
matriz extracelular sobre a atividade da ecto-5-nucleotidase, proliferagdo, adesao
e migracao celular na linhagem de células de glioma humano U138-MG. Os
resultados obtidos mostraram uma inibicado da atividade enzimatica da ecto-5'-
nucleotidase quando tratada com laminina sozinha e com fibronectina ou laminina
em co-tratamento com dextran sulfato. O dextran sulfato mostrou reduzir a
proliferacdo em 37%. O mesmo efeito foi observado para os co-tratamentos entre
dextran/laminina (29%) e dextran/colageno (28%). A presengca de adenosina
diminuiu a adesao celular em torno de 40% e o APCP aumentou a adesdo em
75%. Laminina inibiu a adeséao celular, ja a condroitina sulfato aumentou em 70%.
As células U138 apresentaram uma redugdo da adesdo e migragao celular
quando tratadas apenas com dextran e também no co-tratamento deste com
adenosina e APCP. Diante dos resultados podemos sugerir a modulagdo da
atividade da ecto5-nucleotidase e assim uma modulacdo da produgdo de
adenosina por moléculas da matriz extracelular, afetando assim eventos celulares

envolvidos no comportamento invasivo destas células tumorais.
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ABSTRACT

Glioblastoma multiforme is the most aggressive form of brain tumor that
shows a severe growth and highly invasiveness behavior. Glioma cell lines in
culture present a high activity of the ecto-5-nucleotidase (ecto-5-NT/CD73) which
metabolizes AMP to adenosine. In addition, ecto-5’-NT/CD73 also has contact with
extracellular matrix components like adhesive molecule. In the present paper, we
evaluate the effect of distinct extracellular matrix components on the ecto-5'-
NT/CD73 activity, proliferation, adhesion and migration in U138-MG human glioma
cell line. The results showed an inhibition of enzymatic activity of ecto-5’NT/CD73
in the presence of laminin, fibronectin plus dextran sulfate and laminin plus
dextran sulfate. In the proliferation assay it was observed that dextran sulfate
reduced the proliferation in 37% and in association with collagen type | or laminin,
the proliferation was reduced too (28% and 29%, respectively). The presence of
adenosina decreased of adhesion at about 40% and when treated with APCP
increased in 75%. Laminin inhibited the cell adhesion and chondroitin sulfate
increased in 70%. U138 cells presented reduction of adhesion and cell migration
in the presence of dextran sulfate alone and in the presence of adenosine and
APCP. Taken together these results suggest the modulation of ecto-5’-NT/CD73
activity and production of adenosin by extracellular matrix molecules, affecting cell

events involved in the invasiveness behavior this tumor cells.
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1. INTRODUGAO

1.1 Os gliomas

1.1.1 Generalidades

Gliomas sdo a forma mais comum e maligna de tumores primarios
cerebrais em adultos, contabilizando cerca de 78% de todos os tumores malignos
primarios intrinsecos do Sistema Nervoso Central (SNC), e ainda, apresentam
uma alta taxa de mortalidade (Sathornsumetee et al, 2007). Existem
aproximadamente 25000 novos casos diagnosticados por ano na América e
apesar disso, a biologia destes tumores € ainda pobremente compreendida (He &
Sun, 2007).

Os tumores cerebrais malignos podem se manifestar em diferentes idades,
incluindo casos congénitos e em criangcas. A maior incidéncia &, contudo, em
adultos com idade acima dos 40 anos, sendo que, homens sdo mais
frequentemente afetados do que mulheres (Preusser et al, 2006). A média de
sobrevida dos pacientes, apds a ressecgao cirurgica, varia de acordo com o grau
do tumor identificado, onde quanto maior o grau tumoral, menor o tempo de vida
(Tabela 1).

A sintomatologia relacionada a esta neoplasia pode causar tanto sintomas
neurologicos locais como generalizados. Os sintomas generalizados refletem um
aumento na pressao intracranial e resultam em fortes dores de cabega. Quando a
doenga atinge um estagio mais avangado surge nausea, vomito e anormalidades

visuais. Sinais e/ou sintomas focalizados, tais como hemiparesia e afasia,
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refletem a localizagao intracranial do tumor. A frequéncia e duracédo dos sintomas

variam com o tipo de tumor (Tabela 2) (De Angelis, 2001).

Astrocitoma de Astrocitoma Glioblastoma
baixo grau anaplasico multiforme
(5-10 anos) (2-3 anos) (9-12 meses)
Sobrevida
Proliferacao +/- ++ +++
Invasao ++ ++ +++
Angiogénese - - +++
Necrose - - +++

Tabela 1: Relagdo entre grau tumoral, tempo de sobrevivéncia média e

caracteristicas histologicas. Adaptado de Maher et al. (2001).

O unico teste necessario para diagnosticar o tumor cerebral é a imagem de
ressonancia magnética cranial (IRM), (De Angelis, 2001). A terapéutica usual
padrao para o tratamento de individuos com tumor cerebral, inclui, na maioria dos
casos, cirurgia, radio e quimioterapia. Recentes descobertas relacionadas a
modificagdes moleculares na patogénese dos gliomas tem levado a uma inovagao
desta terapéutica, a qual inclui terapia de alvos moleculares, imunoterapia e
terapia génica. Em adic&o a estas, tem surgido novas estratégias para aumentar a
entrega de agentes terapéuticos no SNC, que inclui a administracdo local de
polimeros, aumento da velocidade de liberagdo do farmaco e ainda outros novos
sistemas, como, por exemplo, as nanoparticulas que podem elevar a eficiéncia

terapéutica (Sathornsumetee et al, 2007)

Sintomas Tipo de Tumor

Gliomade Glioma Meningioma Linfoma primario

baixo grau maligno do SNC

XII



Percentual que apresenta o tumor

Dores de cabeca 40 50 36 35
Convulsoes 65-95 15-25 40 17
Hemiparalisia 5-15 30-50 22 24
Anormalidades 10 40-60 21 61

no estado mental

Tabela 2: Variagcado da frequéncia dos diferentes sintomas de acordo com cada

grau tumoral. Adaptado de DeAngelis (2001).

1.1.2 Classificagao

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS), apresenta o esquema de
classificagdo e graduagao dos tumores do Sistema Nervoso Central mais utilizado
na identificagdo de tal patologia. Os gliomas sao classificados de acordo com a
tipo celular que hipoteticamente lhe deu origem e sdo graduados em uma escala
de | a IV, de acordo com o grau de malignidade apresentado (Maher et al., 2001).
S&o0 levadas em consideragdo marcadas aberragdes histologicas tais como
nucleo atipico, elevada atividade mitética, hiperplasia endotelial e necrose
(Nakada et al, 2007), além de avaliar caracteristicas invasivas, adesivas e
migratérias (Chintala, 1999). De acordo com tal graduag&o, os astrocitomas
pilociticos, que correspondem ao grau |, sdo tumores relativamente benignos e
que, geralmente, ocorrem entre criangas e adultos jovens (Duarte et al, 1994) e
ainda apresentam uma limitada capacidade invasiva e raramente suportam
progressdo anaplasica. Além disso, apresentam hiperplasia microvascular e
pleomorfismo celular, apesar de sua designagao de grau | (Sanai et al, 2005).
Astrocitoma difuso e xantoastrocitoma pleomdérfico (grau |1l), apresentam
pleomorfismo celular distinto e visivel, no entanto, possuem capacidade invasiva

limitada, infiltrando-se difusamente pelo parénquima cerebral e ao redor do tumor.

XIII



Possuem alta frequéncia de progressao anaplasica (Girolami et al, 2000; Sanai et
al, 2005). O astrocitoma de grau lll tem uma alta taxa de proliferagao celular, um
moderado grau de pleomorfismo celular e uma celularidade heterogénea. Sao
caracterizados por astrécitos fibrilares ou gemistociticos, com rapida progressao
para um grau tumoral mais maligno. Glioblastoma multiforme — GBM (grau 1V) € o
tumor glial mais agressivo e comumente encontrado na regido frontotemporal,
podendo também afetar os lobos parietais. Apresenta caracteristicas distintivas
com necrose geografica ou em pseudopaligada, hiperplasia microvascular visivel
em adicado ao marcado pleomorfismo celular (Dai e Holand, 2001; Sanai et al,
2005).

Os (glioblastomas podem surgir a partir de duas vias distintas de
progressao neoplasica. Gliomas que progridem de tumores astrociticos de baixo
grau (Il ou Ill) sdo chamados de secundarios ou GBM do tipo I, tipicamente
apresentando ambos os focos, bem e pouco diferenciados. Sao identificados
normalmente em pacientes com idade entre 50 e 60 anos. Em contraste, os
Glioblastomas primarios, ou GBM do tipo I, desenvolvem-se em individuos com
idade acima dos 60 anos, com uma histéria clinica curta, cerca de 3 meses, e
surgem “de novo” sem nenhuma evidéncia de um precursor de baixo grau (Miller

e Perry, 2007).

1.1.3 Alteragdes Génicas

Mudangas na morfologia observadas durante o processo de transformacéao

maligna, refletem a aquisi¢do sequencial de alteragdes génicas. Muito dos genes
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envolvidos nestas mudancas tem sido identificados e a correlacdo entre
caracteristicas clinicas, histopatologicas e genéticas tem levado a identificagdo de
distintas vias moleculares, conduzindo o glioblastoma como o comum e mais
maligno ponto final (Kleihues e Ohgaki, 1999). As alteragbes genéticas estado
associadas com a desorganizagao da regulacao da proliferagao celular, apoptose,
senescéncia, migragdo e comunicagao célula a célula (Preusser et al., 2006). A
freqiéncia de tais disturbios esta presente nos glioblastomas primarios e
secundarios de uma forma diferenciada (Franco-Hernandez et al, 2007). Dentre
as inumeras deformidades genéticas, as que mais se destacam sao as mutagdes
do gene p53 e sua proteina, as alteragdes no cromossomo 10 (PTEN — proteina
fosfatase homdloga da tensina), perda da heterozigozidade e a amplificagdo do
EGFR (receptor para fator de crescimento epidermal) (Figura 1).

Mutacbes no gene p53 estdo entre as primeiras alteragdes genéticas
identificadas nos tumores cerebrais astrociticos (Kleihues e Ohgaki, 1999), sendo
que este gene € conhecido como supressor tumoral, pois codifica uma proteina
que se liga a sequéncias especificas do DNA, ativando assim a transcricao de
genes alvo. Perda nas fungbes desta proteina levam a um crescimento
descontrolado, instabilidade gendmica e imortalizagdo das células, caracterizando
a transformacgao neoplasica (Nozaki et al, 1999). Deformidades no gene p53 e o
acumulo da proteina por ele codificada (P53) sdo pobremente identificados em
glioblastomas primarios e, contraditoriamente, sdo fortemente encontradas em
tumores de baixo grau (Il e lll) e também em glioblastomas secundarios (Kleihues

e Ohgaki, 1999).
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Astrocitos ou células
tronco neurais
precursoras

Astrocitoma de baixo grau
Mutacao em p53 (59%)

Grau Il (OMS)

Astrocitoma anaplasico
Mutacao em p53 (53%)

Grau Ill (OMS)

\4

Glioblastoma primaério
Amplificagdo EGFR (36%)
Delegao p16INK4a (31%)
Mutagao em p53(28%)
Mutacdo na PTEN (25%)

Glioblastoma secundario
Amplificagdo EGFR (8%)
Delegao p16INK4a (19%)
Mutagao em p53(65%)
Mutacao na PTEN (4%)

Grau IV (OMS) Grau IV (OMS)

Figura 1: Padrdo de distribuigdo das principais alteragdes genéticas de acordo

com a origem e grau tumoral. Adaptado a partir de Ohgaki e Kleihues (2007).

A PTEN tem seu gene localizado no cromossomo 10, sendo também um
gene de supressao tumoral, o qual foi o primeiro a ser identificado por estar
frequentemente mutado ou deletado somaticamente em varios canceres
humanos, incluindo o glioblastoma multiforme. A deficiéncia na PTEN, leva ao
acumulo de PIP3 e ativagdo de moléculas de sinalizagdo que sao criticas no

controle do tamanho da célula, da migragéo, da proliferacédo, da diferenciagéao e
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morte celular, todos os eventos que estao envolvidos no desenvolvimento normal
e também na tumorigénese (Groszer et al., 2006).

EGFR, esta envolvido no controle da proliferagao celular e apresenta-se
amplificado e superexpresso em mais de 1/3 dos casos de glioblastoma, com uma
forma truncada e rearranjada. Este mutante EGFR confere aumentada
tumorigenicidade, em células de glioblastoma humano, por elevar a taxa de
proliferacdo e reduzir a apoptose. Gliomas com disturbios no EGFR, tipicamente
apresentam alteragdes relacionadas a PTEN (Kleihues e Ohgaki, 1999).

Em contraste, as mutacbées na p53, a amplificacdo do EGFR e as
alteracdes na PTEN, mostram associagdes inversas, uma em relagao a outra. Na
via de formagdo do glioblastoma secundario, as mutagdes em p53 ocorrem
precocemente e as demais mutacdes constituem eventos mais tardios. Contudo,
a sequéncia de alteracbes genéticas que levam a formagédo do glioblastoma

primario € pouco conhecia (Ohgaki e Kleihues, 2007).

1.1.4 Histogénese

A célula de origem do glioblastoma tem sido determinada a longo tempo
como sendo o astrécito, devido a algumas similaridades morfolégicas e
moleculares e ainda, pelo fato de o astrécito ser um tipo de célula capaz de se
proliferar no cérebro maduro (Quigley et al, 2007). No entanto, esta hipotese nao
€ bem aceita devido a dificuldade de explicar adequadamente a origem de alguns
gliomas, como os mistos (oligoastrocitomas), que apresentam caracteristicas de

astrocitos e oligodendrdcitos (Sanai et al, 2005).
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Hoje se sabe da existéncia de populacbes de células indiferenciadas,
localizadas no cérebro adulto, que apresentam propriedades proliferativas e de
diferenciagdo. Estas sdo conhecidas como células tronco neurais e células
progenitoras gliais. Estes tipos celulares apresentam iniumeras caracteristicas e
comportamentos que também se fazem presentes em células de glioma e ainda
estdo localizadas, principalmente, na zona subventricular, regido esta de maior
incidéncia dos tumores cerebrais (Sanai et al, 2005). Inumeros marcadores de
células indiferenciadas, como a presenca das proteinas CD133 e nestina, dentre

outros, sdo também expressos por células carcinogénicas do SNC. Experimentos

realizados com células isoladas de glioblastoma CD133", obtidas de pacientes,
desenvolveram tumores xenograficos em cobaias, com caracteristicas idénticas
aos gliomas humanos, permitindo sugerir que, células com estas caracteristicas,
podem ser responsaveis pelo surgimento e/ou desenvolvimento dos tumores
cerebrais malignos (Singh et al, 2004), (Figura 2). Contudo, o passo inicial que

leva tais células a progressao maligna, ndo € conhecido.

1.1.5 Invasibilidade

Uma das caracteristicas dos glioblastomas é sua habilidade em infiltrar-se
e invadir o tecido normal circundante (Nakada et al., 2006). Tumores cerebrais de
alto grau apresentam uma media de sobrevida muito baixa e a primeira razdo
para este triste progndstico € a invasao difusa de uma unica célula tumorigénica,
que pode migrar de 4,0 a 7,0 cm a partir do glioma em direcéo ao tecido cerebral
sadio. Supde-se que estas células sejam as responsaveis pela alta taxa de

recorréncias dos gliomas e a rapida disseminagao do tumor (Goldbruner et al.,
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1999). Estas células apresentam uma tendéncia infiltrativa com preferéncia a
locais especificos do SNC sendo ao longo da parede periférica dos vasos
sanguineos, na extensdo do espago glial subpial (glia limitante externa) ou
através dos tratos de medula branca, tal como o corpo caloso (Bellail et al., 2004).
Os mecanismos moleculares basicos do tumor cerebral envolvem um integrado
processo bioquimico, coordenado entre interagdes intra e extracelulares (Figura3)

(Nakada et al., 2006).
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Figura 2: Esquema representativo da formagdo de um glioblastoma a partir de
uma célula tronco neural e/ou célula progenitora glial. Adaptado de Sanai et al.
(2005).

Existem muitos receptores de superficie celular envolvidos na adeséo,
migracao e invasao celular. As integrinas como moléculas de adesao e a CD44
como receptor de hialuronato, apresentam o principal papel na adesao da célula
do glioma a matriz. Na interagao célula a célula, sdo destacadas as caderinas e

as selectinas, em particular, os membros da superfamilia das imunoglobulinas
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como a molécula de adesédo a célula neural (NCAM), a molécula de adesao

intercelular (ICAM) e a molécula de adeséo celular vascular (VCAM) (Goldbrunner

et al., 1999).

4. Migragao |gGr

2. Adesao a MEC
Tenascin-C

I Integrin

3. Degradacao da MEC
MMP-2

F-actin,’ "
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Pro-MMPs
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" ‘--.____‘chduin B

Pro-uPA

/7 Hyaluronic acid

ADAM10

Neuronal fiber Cathepsin D

CDh44 L1

1. Desprendimento
do local de origem

Pro-Cathepsin B

Figura 3: Mecanismo de invasibilidade das células tumorais. A atividade invasiva
inicial requer o desprendimento da célula de seu local original Subsequentemente,
a célula tumoral ira se aderir as proteinas da matriz extracelular, via receptores e
em seguida, ira degradar essas proteinas via agdo de proteases especificas. Esta
acao sinaliza inumeras alteragdes morfoldgicas na célula, envolvidas no ultimo

passo da invasdo, a migragao celular. Adaptado de Nakada et al. (2006).

Mesmo diante de tdo avancado padrdo invasivo, raramente as células de

glioma invadem o Iumem dos vasos sanguineos, caracterizando um

XX



comportamento ndo metastazico dessas células. Este padrdao de invasividade
sugere que estes neoplasmas sao adaptados para o0 microambiente

especificamente presente no SNC (Bellail et al., 2004).

1.2 Matriz Extracelular do Sistema nervoso Central e dos Gliomas

A matriz extracelular (MEC) compreende uma complexa rede de proteinas
e polissacarideos que preenchem o espaco intercelular. As células produzem
todos os componentes da MEC e ao mesmo tempo sao drasticamente afetadas
por estas moléculas. Isto é particularmente claro no SNC, onde a MEC influencia
em muitos aspectos do desenvolvimento, incluindo diferenciacdo e
direcionamento axonal (Sobeih e Corfas, 2002). O espaco extracelular do cérebro
€ um importante microambiente do sistema nervoso e um canal de comunicagao
para as células nervosas, além de ser dinamicamente alterado durante a
atividade, desenvolvimento e amadurecimento axonal e ainda em estados
patolégicos (Zamecknik et al., 2003). No SNC, apds uma injuria, a composicao e
quantidade das moléculas da MEC aumentam significativamente (Goldbrunner et
al., 1999).

A distribuicao de gliocoproteinas e proteoglicanas estruturais na MEC sao
unicamente reguladas pelo sistema de cada 6rgao ou tecido especifico que as
produza (Goldbrunner et al., 1999). Estudos mostram que a MEC abrange um
expressivo percentual do volume do parénquima cerebral e € composta
principalmente de hialuronan, proteoglicanas, tenascina C (durante e
desenvolvimento cerebral) e trombospondina (Bellail et al., 2004). A membrana
basal vascular e subpial contém proteinas como colageno tipo I, Il e IV, bem como

fibronectina, laminina e uma variedade de proteoglicanas. Uma composigao
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similar também ¢é encontrada no espacgo subependimal e na regido inferior as
células epiteliais do plexo cordide (Goldbrunner et al., 1999)

Interagcbes estroma-tumor apresentam um papel central na regulagdo da
progressao e malignidade tumoral. Durante o desenvolvimento neoplasico, ocorre
um continuo remodelamento da infraestrutura da MEC sob controle das células
neoplasicas e alteragées no conteudo de proteoglicanas, afetando a progressao,
invasao e o crescimento do tumor (Aguiar et al., 2002). Inumeros componentes da
MEC tem sido propostos como possiveis moléculas chave para o fendtipo
invasivo dos gliomas, isto inclui varias glicoproteinas como colageno, laminina,
fibronectina, tenascina, vitronectina e proteoglicanas como condroitina sulfato e
ainda o acido hialurénico (Tysnes et al., 1999). A laminina é amplamente
expressa pelos vasos sanguineos hiperplasicos e tem sido demonstrada como
sendo um promotor inicial da migragdo das células de glioma (Chintala & Rao,
1996; Goldbrunner et al.,, 1999; Tysnes et al., 1999). Tumores cerebrais
apresentam um aumento da expressao de tenascina C de acordo com o aumento
do grau de malignidade do tumor (Bellail et al., 2004). Em contraste, o tecido
cerebral normal maduro ndo expressa tenascina (Golbrunner et al., 1999), a qual
mostra-se como um importante fator angiogénico para o tumor, caracterizando
entdo, um importante alvo para a terapia anti-angiogénese (Bellail et al., 2004).

Os gliomas podem obviamente produzir sua propria matriz extracelular
quando necessario, mas também, oportunamente, fazem uso da matriz disponivel

no local onde suas células se fazem presentes (Goldbrunner et al., 1999).

1.3 Sistema Purinérgico
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Além de sua fungdo energética, nucleotideos e nucleosideos representam
uma importante e ubiqua classe de moléculas extracelulares que interagem com
receptores especificos, ativando vias de sinalizagédo intracelulares (Burnstock,
1998). O ATP pode ser armazenado em vesiculas no interior das células podendo
ser co-liberado com moléculas excitatérias como acetilcolina, glutamato e o0 GABA
(Fields e Stevens, 2000). Em resposta a inumeros estimulos biolégicos e/ou
mecanicos, as células liberam ATP ao seu redor, desencadeando respostas
fisiolégicas nas células adjacentes (Figura 4) (Novak, 2003).

Nas interagdes neurdnio-glia, o ATP também constitui uma molécula de
sinalizagdo. Quando liberado pelos astrécitos pode contribuir para respostas
celulares especificas a traumas e também a isquemias, isso por iniciar e manter a
astrogliose reativa, o que envolve mudancgas na proliferagdo e morfologia ndo s6

dos astrdcitos, mas também na microglia (Burnstock, 2006).

1.3.1 Receptores purinérgicos

Nucleotideos e nucleosideos medeiam um consideravel numero de efeitos
sobre neurdnios e células gliais incluindo proliferacédo e diferenciagao celular,
crescimento axonal, sintese e libragcdo de fatores tréficos como FGF-2 e NGF
(Zimmermann, 2006). Tais efeitos sdo mediados via receptores especificos,
sendo subdivididos em duas classes, P1 e P2 (Ralevic e Burnstock, 1998). Os
receptores do tipo P1 s&o sensiveis a adenosina e apresentam-se ligados a vias
de sinalizacdo intracelulares que desempenham importantes papeis na

sobrevivéncia das células (Zimmermann, 2006). O grupo dos receptores P2
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demonstra grande preferéncia por nucleosideos di- e trifosfatados, como ATP e

ADP, consistindo de duas grande familias, os P2X e os P2Y (Novak, 2003).

Impulso nervoso
Estresse mecanico
Volume celular

Estimulo
}r\ Morte celular
N
-~ ATP
Liberacéo? A ADP i. AMP i} Adenosine

TP
Receptores /\ M
purinérgicos P2X PZY Pl

- * * ectonuclcotldases
Comunicagao
intracelular * * . . .
Resposta ¢ ¢
* Transmissao sinaptica * Resposta a coagulagao * Protegao tecidual
* Nocicepgao * Ténus muscular * Efeito anti-inflamatoério
* Resposta inflamatoéria * Permeabilidade celular * Anticoagulagao
* Transdugao * Transporte epitelial * Antinocicepg¢ao
mecanosensorial * Diminuicao da atividade
* Necrose/apoptose celular neuronal
* Proliferagaol/diferenciagao * Transporte epitelial
celular

Figura 4: Esquema demonstrativo dos estimulos que levam a liberagdo do ATP e
os efeitos que ele desencadeia nas células circundantes, através da ativagao de
seus receptores e ainda o bloqueio destes sinais através da degradagédo deste
nucleotideo até adenosina, pela acdo das ectonucleotidases. Adaptado de Novak

(2003).

Os P2X sao considerados receptores ionotropicos, geralmente sensiveis ao

ATP e induzem um grande influxo celular de cétions, como Na* e Ca®, por
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formarem poros na membrana plasmatica. Isso leva a uma rapida despolarizagao
da célula, ativando cascatas de sinalizagéo intracelulares Ca%*-dependentes. Ja
foram clonados sete diferentes exemplares dentro desta familia (P2X:- P2X5).

Os P2Y séao receptores metabotropicos por apresentarem-se acoplados a
proteina-G. As vias de sinalizacdo intracelulares, desencadeadas pela
sensibilizagao destes receptores, podem envolver a ativacdo ou inibicado de
inumeras proteinas importantes como a PKC, adenilato ciclase, PKA, MAPK e
ainda, induzir a expressao génica das mesmas. Sao identificados oito membros
pertencentes a familia dos P2Y (P2Y 12346111213 € 14) € SA0 sensiveis a purinas e
pirimidinas di- e trifosfatadas (Zimmermann, 2006; Donnelly-Roberts et al., 2007;

North e Verkhratsky, 2006; Fields e Burnstock, 2006; Novak, 2003).

1.3.2 A familia das ectonucleotidases

Os efeitos mediados por nucleotideos sao controlados pela degradagao
enzimatica dessas moléculas, através de uma cascata de hidrdlise que resulta na
formacgao do respectivo nucleosideo e fosfato livre (Zimmermann, 2000).

Existem iniUmeras enzimas envolvidas no metabolismo purinérgico, e estas
apresentam uma variada topografia de membrana com o sitio catalitico voltado
para o meio extracelular. Elas encontram-se agrupadas nas familias das E-
NTPDases (ectonucleosideo trifosfato-difosfohidrolases) (figura 5), das E-NPP
(ectonucleosideo pirofosfatase/fosfodiesterases) e também das alcalino
fosfatases (figura 6). Todas apresentam a caracteristica em hidrolizar
nucleosideos 5'di- e trifosfatados. Ja os respectivos nucleosideos 5

‘monofosfatados sao hidrolisados pela enzima ecto 5'nucleotidase (ecto 5°-
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NT/CD73) (Zimmermann, 2001). Quando o AMP é hidrolisado por esta ultima
enzima, ocorre a liberacdo do nucleosideo adenosina o qual pode sofrer
subsequente degradagao a inosina, pela enzima adenosina deaminase ou ainda
ser recaptado pelas células, através de transportadores biderecionais constituindo

a via de salvagao das purinas (Figura 7).

NTPDase1 NTPDase2  NTPDase3 (Ecto- NTPDased NTPDase5 NTPDase6
(Ecto-ATPDase, (Ecto-ATPase, ATPDase, (UDPase) (CD39L4) OOH (CD39L2)
CD39) CD39L1) CD39L3) COOH

COOH

Regides L
conservadas =
da apirase
out ol
Plasma 297
Membrane
in MH,
NH; OOH CooH N, COOH NH;
NTP — NMP + 2 Pi NTP —» NDP + Pi NTP — NDP + Pi  UDP — UMP + Pi NDP — NMP + Pi N.d.

NDP — NMP + Pi (NDP — NMP +Pi}  NDP — NMP +Pi UTP — UDP + Pi
(ATP:ADP = 1:0.8) (ATP:ADP = 1:0.03) (ATP:ADP = 1:0.3)

Figura 5: Familia das E-NTPDases (ectonucleosideo trifosfato-difosfohidrolases),
representacdo topografica de membrana, nomenclatura de seus membros e
relacdo de hidrélise, apresentados por cada enzima. Adaptado de Zimmermann

(2000).

As ectonucleotidases em geral, podem variar consideravelmente em
inumeros aspectos, no entanto, todas apresentam 5 sequUéncias idénticas,
denominadas de regides conservadas da apirase (ACRs). Devido a presencga das
ACRs, atribui-se a semelhanca destas enzimas em sua atividade catalitica
(Zimmermann, 2001). Cabe ressaltar que essas enzimas fazem uso de cations
divalentes como Ca?* e Mg? além de pH alcalino para atingirem sua atividade

maxima (Yegutkin, 2008).
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Estudos demonstraram que as E-NTPDases sao expressas por astrocitos
de diferentes regides do SNC, variando a intensidade de expresséo e atividade
catalitica, assim como a relagao hidrélise ATP/ADP (Wink et al., 2003a). Contudo,
esse equilibrio enzimatico sofre alteracbes em resposta a lesdes, onde ocorre um
aumento da expressao dessas enzimas, principalmente em astrocitos corticais e
microglia (Nadeljkovic et al., 2006). Linhagens celulares de glioblastoma
multiforme em cultura mostraram um perfil de expressdo dessas enzimas inverso
ao apresentado por astrécitos em cultura, mostrando-se quase incapazes em
degradar o ATP extracelular, sugerindo entdo um papel positivo para este

nucleotideo na progressao desses tumores (Wink et al., 2003b).

EF HEy'ld
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Sitio ativo
Thr Forma solavel
Q:"‘::h Potencial sitio de

Somatomedin B-—% 1 clivacgem
like: — TR
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Membrane: .

MNH,

In addition for NPP2 (autotaxin):
ATP — ADP + Pi

ADP — AMP + Pi

AMP — Adenosine + Pi

PPi = 2 Pi

NTP —» NMP + PPi
cAMP — AMP

Figura 6: Representagdo grafica da familia das E-NPP (ectonucleosideo
pirofosfatase/fosfodiesterases) e também das alcalino fosfatases. Adaptado de

Zimmermann (2000).
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1.3.3 Ecto-5"-nucleotidase e adenosina

A ecto-5-nucleotidase (ecto-5’-NT/CD73) esta localizada na superficie
externa das células, ancorada a membrana plasmatica por residuos de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) e hidrolisa exclusivamente nucleosideos
monofosfatados. Ela apresenta maxima atividade catalitica na presenca de Mg*
além de ser considerada uma metalo-enzima por apresentar atomos de zinco
fortemente ligados a sua estrutura. Os nucleotideos ATP, ADP e adenosina 5’-[a-
B-metileno-difosfato] (APCP), sao inibidores competitivos da ecto-5-NT e

altamente efetivos (Zimmerman, 1992; Zimmermann, 2000; Zimmemann, 2006).

NTP/NDP
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Figura 7: Formacao de adenosina e seus subsequentes subprodutos, a partir da
hidrolise do AMP pela ecto-5-NT (B). Recaptagao da adenosina (B). Adaptado de

Yegutkin (2008).

A ecto-5'-NT, também é denominada como CD73, isso por se altamente
expressa por linfécitos B e T, constituindo entdo um marcador de maturacao para

estas células (Sunderman, 1990). Outras fungdes ndo enzimaticas sdo ainda

XXVIII



atribuidas a esta molécula como a inducéo de vias de sinalizagao intracelulares e
mediacao da adeséao célula-célula e célula-matriz (Yegutkin, 2008). Esta enzima
pode ainda ser encontrada na forma soluvel, apds sofrer clivagem no segmento
de ligagcédo do GPI (Zimmermann, 2000).

Uma abundante expressdo desta enzima é encontrada no codlon, rins,
cérebro, figado, coragdo e pulmao, sendo ainda predominantemente associada
com o endotélio vascular (Yegutkin, 2008). Assim como ocorre com as E-
NTPDases, a ecto-5-NT também tem sua expressdao aumentada no cortex
cerebral, em resposta a lesées (Nadeljkovic et al., 2006). No caso do rompimento
de células do SNC, uma grande quantidade de ATP é liberado para o meio
extracelular. Este nucleotideo em niveis elevados assume condi¢gdes de
citotoxicidade para o tecido cerebral normal. O aumento da expresséao e atividade
das enzimas que metabolizam o ATP, constitue uma via de reparo do tecido, com
uma aumentada producdo de adenosina, a qual possue caracteristicas
neuroprotetoras e pré-angiogénicas (Braun et al., 1997);

Adenosina (ADO), um ubiquo nucleosideo purico, é considerada um
regulador fisiolégico de varias atividades celulares tais como crescimento,
diferenciagdo e morte. Quando presente no meio extracelular, ela exerce suas
fungdes através da sinalizagao de seus receptores (P1), que sédo subdivididos em
A1, Aza, Az, € As. Todos sdo acoplados a proteina G, levando a sinalizagéo
intracelular dependente da proteina PKC e ainda regulando as concentragbes de
AMPc. Seus receptores especificos sdo encontrados em quase todos os tipos de
células e a regulacdo de sua liberagao controlada de acordo com o sistema
encontrado no 6rgao local. Resumindo suas fung¢des, no coragdo a adenosina

induz efeitos cardioprotetores, no SNC exerce funcido neuroprotetora, ela afeta o
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sistema imune, devido sua atividade anti-inflamatéria através da inibicdo da
liberacdo de citocinas e agregacdo plaquetaria e ainda modula a fungéo

linfocitaria (Ohana et al., 2001; Borowiec et al., 2006; Spycala, 2000).

1.4 Relagao entre gliomas, ecto-5"-nucleotidase e matriz extracelular

Como mencionado anteriormente, os gliomas apresentam alteragdes no
metabolismo dos nucleotideos extracelulares quando comparados as células
normais do SNC. Dentre estas alteragcdes a ecto 5-NT tem seus niveis de
expressao aumentados em linhagens de células de glioma em cultura (Wink et al.,
2003b). Experimentos realizados com linhagens de células de melanoma, as
quais apresentavam diferentes graus de malignidade, mostraram que quanto
maior o grau do tumor, mais intensa era a expressao da ecto 5'-NT (Sadej et al.,
2006). Outros estudos mostram que a adenosina, principal produto da hidrélise da
ecto5’-NT, exerce inumeros efeitos sobre as células tumorais que beneficiam a
malignidade. Dentre estes efeitos listam-se a protecdo contra isquemia,
estimulacdo do crescimento e angiogénese, além da supressao da resposta
imune contra as células tumorais (Spychala, 2000).

Além de sua importante funcdo como enzima, a CD73 é descrita por
interagir com moléculas da matriz extracelular, principalmente glicoproteinas
como laminina e fibronectina. Esta interacdo leva a alteracbes na atividade
hidrolitica da ecto-5"-NT (Dieckhoff et al., 1985; Méhul et al., 1993; Stochaj et al.,
1989). Avaliagdes na expressdo e atividade da ecto-5-NT em diferentes
linhagens de células de céncer de mama, na presenga de seu inibidor

competitivo, APCP, mostraram uma diminui¢cao da atividade da enzima e redugao
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nas caracteristicas relacionadas a malignidade deste tumor (Zhou et al., 2007a). A
superexpressdao da ecto-5'-NT realizada também em linhagens celulares de
cancer de mama, mostrou um significativo aumento nos eventos de adesao,
migracdo e invasado destas células, sugerindo o envolvimento da CD73 nos
processos de invasibilidade destas células (Zhou et al.,, 2007b). Diante do
conhecido envolvimento da matriz extracelular e da ecto 5-NT/CD73 nos
processos de invasdo de células tumorais e da interagao ja demonstrada entre
ambas, idealiza-se que haja uma possivel integragcao de ambas propiciando assim

o desenvolvimento tumoral.
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2. OBJETIVOS

Diante dos dados apresentados, esta dissertagdo tem por objetivo avaliar a
possivel relagdo entre moléculas da matriz extracelular com a enzima ecto 5'-
nucleotidase, verificando alteracbes na atividade hidrolitica desta enzima e ainda,
observar alteracbes nos comportamentos de proliferacdo, adesdo e migragao
celular, na linhagem de células de glioma humano U138-MG, frente a exposi¢éo a

diferentes componentes da matriz extracelular e o inibidor da enzima em questéao.
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3. RESULTADOS

3.1 Effect of extracellular matrix components on ecto-5-nucleotidase
activity, proliferation, adhesion and cellular migration of U138-MG human

glioma cell line
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Abstract

Glioblastoma multiforme is an aggressive form of brain tumor that shows a
strongly invasiveness and present high activity of the ecto-5-nucleotidase which
can contact with extracellular matrix components. In present work we showed an
inhibition of enzymatic activity of ecto-5’-nucleotidase of the U138 human glioma
cell line in the presence of laminin and fibronectin or laminin together dextran
sulfate. We observed a reduction in cell proliferation in presence of dextran sulfate
alone (37%) and in combination with collagen type | (28%) or laminin (29%). The
presence of adenosina decreased of adhesion at about 40% and APCP increased
in 75%. Laminin inhibited cell adhesion and chondroitin sulfate increased in 70%.
When dextran sulfate was added alone, U138 cells presented a induction of cell
migration and adhesion. These results suggest the modulation of ecto-5-
nucleotidase activity and production of adenosin by extracellular matrix molecules,

affect cell events involved in the invasiveness behavior this tumor cells.

Key words: Ecto-5'-NT/CD73; extracellular matrix; glioblastoma multiforme,

invasiveness.
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1 Introduction

Gliomas are the main primary and the most malignant brain tumors been
almost uniformly fatal [21]. The mean of survival is small after surgical resection
and changes with tumor grade [11]. Current standard-of-care therapies include
surgery, radiation and chemoterapy. In the meantime several novel therapeutic
approaches, which include molecular targeted therapy, immunotherapy, gene
therapy and other delivery systems of therapeutics agents, may increase
therapeutic efficacy [21].

Changes in morphology are observed in the process of malignant
transformation and it reflects the sequential acquisition of molecular changes as
altered expression of PTEN, EGFR and gene p53 mutation [11; 19]. The main
features of gliomas are the high invasibility in healthy brain. This process consists
initially in the detachment of the glioma cells from original site, adhesion to specific
extracellular matrix (ECM) proteins, liberation of proteases that degrades this ECM
and finally the migration [16].

The extracellular space of the brain is an important microenvironment of the
nervous system and a communication channel for nerve cells, besides to be
dynamically changed by the activity, development and to axonal mature as well in
pathological state [32]. In the central nervous system (CNS), after injury, the
molecular composition and the quantity of the ECM significantly increases [10].

Stroma-tumor interaction shows a central role in the regulation of the
tumoral malignancy and progression. For the neoplasic development, a continuous
remold of the structural ECM is controlled by glioma cells [1]. Several ECM

components have been proposed to be possible key molecules for invasiveness
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phenotype of gliomas. These include collagens, laminins, fibronectins, tenascins,
vitronectin, osteopontin, chondrotin sulfate proteoglicans and hialuronic acid [25].
The gliomas are able to produce its own ECM when necessary, as well,
opportunistically use of a variable ECM already present [10].

ATP is an important signaling molecule in the CNS molecule that may be
involved in glioma development [15]. Extracellular ATP is metabolized by
ectonucleodidases that hydrolyze ATP to AMP with liberation of Pi. The AMP is
converted to adenosine by the ecto-5-nucleotidase/CD73 (ecto-5’-NT/CD73) [35;
36]. Some these enzymes are widely expressed in the normal CNS as NTPDase1
and ecto-5-NT [30], being altered in injury conditions [17]. In previous studies, we
showed the involvement of the purinergic system in glioma proliferation [14] and
the altered metabolism of extracellular ATP [31] in different glioma cell lines.
Therefore, the purinergic system may be a novel and important mechanism
associated with the malignancy of these tumors.

Several studies showed the participation of ecto-5-NT/CD73 per se as a
proliferative factor, being involved in the control of cell growth, cell-cell and cell-
matrix interactions [28, 3, 20, 29], in drug resistance [26] and tumor promoting
functions [23]. Ecto-5’NT/CD73 interacts with extracellular matrix molecules,
mainly glycoproteins laminin, that alter its the enzymatic activity [9; 24; 13].

Recently it was showed that the overexpression of ecto-5-NT in breast
cancer cell lines increased cellular adhesion, migration and invasiveness [34] and
that melanoma cell lines of high malignance grade present an elevated expression
of ecto-5’-NT/CD73 [20]. In addition, the effect of adenosine on tumor cells is
favorable for growth, angiogenesis and immune response suppression was

previously reported [23].
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Considering the potential role of the ecto-5’-NT/CD73 as an extracellular
signaling step in the induction of cell-cell and cell-matrix adhesion and that ecto-5’-
NT/CD73 has been proposed to interact directly with components of extracellular
matrix, the objective of the present work was to evaluate the effect of different
components of extracellular matrix on ecto-5’-NT/CD73 activity in the U138MG
glioma cell line. The possible relationship between this enzyme and the different
components of ECM on the proliferative, adhesive and migration behavior of this

cell line was also investigated.

2 Material and Methods

2.1 Chemicals

Cell culture medium, penicillin/streptomycin and trypsin/ EDTA solution
were obtained from Gibco (Gibco BRL, Carlsbad, CA, USA). APCP (a,3-methilene
ADP), DMSO (dimethylsulphoxide), AMP, adenosine and the extracellular matrix
components were obtained from Sigma (Sigma, St. Louis, USA). Fetal bovine
serum was purchased from Cultilab (Cultilab, Campinas, SP, Brazil). All other

chemicals used were of analytical grade.

2.2 Cell culture

The human glioblastoma cell line U138-MG (derived from spontaneously

occurring human maligmant gliomas) was obtained from the American Type

Culture Collection - ATCC - (Rockville, Maryland, USA). The cells were grown and
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maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) containing 0.5 U/mL
penicillin/streptomycin antibiotics, and supplemented with 15% of 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. The glioma cells were
seeded in 24 multiwell plates (10° cells/well) for the enzymatic assay and cellular
proliferation experiments or in 12 multiwell plates (2.10° cells /well) for migration
experiments in 500 uyL medium per well. The cells were grown and after 48h the
culture medium was removed and the FCS concentration was reduced to 7% for

24h and finally to 0,5% when the treatments were started.

2.3 Treatments

The different glycoproteins of the extracellular matrix proteins, colagen type
I, fibronectin and laminin were used at final concentration of 15 ug/ml. The two
different glycosaminoglicans, condrotin sulfate and dextran sulfate at final
concentration of 2 mg/ml. Adenosine was tested at 100uM, APCP (a,B-methilene
ADP) was dissolved in cell culture-grade dimethylsulphoxide (DMSO), and tested
at a final concentration of 1uM. Control cells were processed simultaneously and

were treated with DMSO and the final concentration was of 0,2% in the medium.

2.4 Ecto-5-NT assay

The ecto-5"-NT/CD73 activity was assayed as described by Wink et al.

[30]. After different culture times, conditions and/or treatments, the 24 multiwell

plates containing glioma cells were washed three times with phosphate-free
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incubation medium in the absence of substrate. The reaction was started by the
addition of 200uL of incubation medium containing 2mM MgCl,, 120mM NacCl,
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 tubes containing
trichloroacetic acid (final concentration 5%, w/v) previously placed on ice. The
inorganic phosphate (Pi) released was measured by malachite green method [6],
using KH;PO, as a Pi standard. The non-enzymatic Pi released from 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 100 pL NaOH (1.0 M) and
frozen overnight. An aliquot was collected and protein was measured by the
Coomassie blue method [5] using bovine serum albumin as standard. The protein

determinations were carried out in all experiments.

2.6 Cell counting

At the end of different culture times, conditions and/or treatments, the

medium was removed, cells were washed 2 times with phosphate buffered saline

(PBS) and 100uL de 0,25% trypsin/EDTA solution was added to detach the cells,

which were counted immediately in a hemocitometer.
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2.7 Adhesion Assay

After different treatments, the glioma cells were seeded at density of 2.103
cells/well in 96-well plates and incubated for 2 hours at 37°C in an incubator at
37°C, with a 5% CO; enriched atmosphere. After this, the non-adherent cells were
removed by washing carefully three times with PBS. Adherent cells were fixed with
4% formol for 10 min, and stained with 100uL 0,5% crystal violet diluted in 20%
methanol for 10 minutes. The cells were then washed three times with Milli-Q
water and the stain was eluted with 100pL 10% acetic acid (v/v). The amount of
staining was analyzed by optical density (OD) in microplate reader at 570 nm. The

results were expressed as optical density at 540nm [1, 29].

2.8 Migration Assay

The migration assay was performed as described by Valster [27]. Briefly,
before plating the cells in the 12 multiwell plates, two parallel lines are drawn at
the underside of the plates with a Sharpie Marker. These lines served as fiducially
marks for the wounded areas to be analyzed. The cells were cultured and treated
as above described (item 2.2 and 2.3). At day of analysis, the monolayer should
be at 70% of confluence. In the preparation to make the wound, the culture
medium was aspirated and replaced by calcium-free PBS to prevent killing of cells
at the edge of the wound by exposure to high calcium concentrations. One scratch
width was made perpendicular to the marker lines with lines with a yellow P200

pipette tip. This procedure makes possible to image the entire width of the wound
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using a 10x objective. The wounds are observed using phase contrast microscopy
on an inverted microscope. Images were taken at regular intervals of 12 hours
starting at 0 and finishing at 48 hours. Images are analyzed by digitally drawing
lines (using Adobe Photoshop) averaging the position of the migrating cells at the
wounded edges. The cell migration distance is determined by measuring the width
of the wound divided by two and by subtracting this value from the initial half-width

of the wound.

2.9 Statistical analysis

Data are expressed as mean + SE and analyzed for statistical significance
by one-way Anova followed by Tukey post-hoc. Differences between mean values

were considered significant at p<0,05.

3 Results

1.1 Ecto-5-NT activity after treatment with different ECM components

To investigate whether components of ECM affect ecto-5-NT/CD73 activity
U138-MG glioma cells were treated with the glycoproteins collagen type |,
fibronectin and laminin and the glicosaminoglycans chondroitin sulfate and dextran
sulfate and incubated with AMP as described in Material and Methods. The AMP
hydrolysis was not affected by these treatments after 24 hours (data not shown)

however, after 48 hours it was observed an inhibition of the ecto-5-NT/CD73 by
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33%, 41% and 62% when the cells were treated with laminin, fibronectin plus

dextran sulfate and laminin plus dextran sulfate, respectively (Table 1).

1.2 Cell proliferation after treatment with different ECM components

Next, to investigate a possible relationship between the effects of the
different ECM on ecto-5’-NT/CD73 and cell proliferation, we also evaluated the
effect of glycoproteins and glicosaminoglycans on cell proliferation of U138-MG
human glioma cells (Table 1). It was observed that alone, only dextran sulfate
reduced the cell proliferation by 37% when compared to the control. The
association of dextran sulfate with collagen type | or laminin, reduced the cell
proliferation by 28% and 29%, respectively. This result was obtained also for the

association of collagen type | and chondroitin sulfate, with a 26% of reduction.

1.3 Effect of different proteins of extracellular matrix, APCP and adenosine in

cell adhesion

Considering the potential role of ecto-5’-NT/CD73 in adhesion events in
different cell lines [29] and a possible relationship between this enzyme and the
different components of ECM, we examined the effect of adenosine (ADO), the
enzymatic product of AMP hydrolysis, and APCP (a,B-methylene ADP), an
ecto-5’NT/CD73 inhibitor, on adhesion of U138-MG glioma cell line in culture,
alone or in the simultaneous presence of ECM components (Figure 1). The results
showed that ADO promoted a significant decrease of about 40%, while APCP

strongly increases in 75% the cell adhesion when compared to the control. In
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addition, it was observed that collagen type | and fibronectin alone, did not modify
significantly the cell adhesion in comparison to the control, but the stimulatory
effect caused by APCP was reverted by the simultaneous treatment with these
proteins (Figure 1A and B). When the cells were treated with laminin was
observed a decrease in the cell adhesion in 50% (Figure 1C), a similar effect
caused by adenosine. The inhibitory effect caused by adenosine and laminin
separately did not change with the simultaneous presence of these substances,
but the treatment with laminin reverted the stimulatory effect of APCP as it was
observed for the other glycoproteins tested (Figure 1 C). Chodroitin sulphate
(ChS) increased the cell adhesion in similar levels of APCP (75%) and this
stimulatory effect was not affected by the simultaneous treatment with these two
substances. It is important to note that ADO reverted the stimulatory effect of ChS
(Figure 1D). In the presence of Dxt the adhesion of UI38 cell decreased around
45%. Treatment whit Dxt plus adenosine showed a synergic effect on cell
adhesion. In association with APCP, Dxt also reverted the effect of APCP (Figure

1E).

1.4 Effect of different extracellular matrix proteins, APCP and adenosine on cell

migration

Figure 2 shows that collagen type |, fibronectin and laminin as well as
chondroitin sulfate did not alter the cell migration. Adenosine and APCP did not
change the migration of the cells, too. Among the substances tested, only the

dextran sulfate (Dxt) showed and inhibitory effect on glioma cell migration from 24
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h until 48 h of analysis in relation at the control (Figure 2E). The inhibitory effect

caused by Dxt was not altered by the simultaneous presence of ADO or APCP.

4 Discussion

Gliomas are the most malignant form of CSN tumor [8]. They are
characterized by highly diffuse and infiltrative growth into the surrounding normal
brain tissue, which makes surgical resection very difficult [7]. To invade, the glioma
tumor cells needs detached the cell-cell interactions to link to the proteins of
extracellular matrix. These ECM proteins are degraded by specific proteases
secreted by the tumoral cells to open space around the tumor and subsequently
the cells migrate and invade the normal brain tissue [16].

The ecto-5'-nucleotidase (ecto5’-NT/CD73), is a protein linked to membrane
by glicosilphosphatidilinositol anchor. It catalyzes the final reaction of hydrolysis of
ATP, converting AMP to adenosine [35], which has an important role in many
physiological and pathological events including tumorigenesis [23]. Furthermore,
ecto-5'-NT/CD73 seems to have other functions as a membrane protein potentially
involved in adhesion and in promoting tumor invasiveness [20, 33, 29].

In the present work we evaluated some important process involved in the
invasion of gliomas by accessing the effect of different ECM components on
ecto-5'-NT/CD73, proliferation, adhesion and migration of U138-MG human glioma
cells in culture.

Data reported by Olmo et al. [18] showed that ecto-5'-NT/CD73 activity of
Rugli-cells, a lineage derived from a rat glioblastoma, was inhibited when treated

with fibronectin and activated when treated with laminin indicating that
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components of ECM can influence the enzymatic activity of ecto-5’-NT glioma
cells. Our results showed that ecto-5-NT activity of U138-MG cells was inhibited
by laminin (33%), fibronectin plus dextran (41%) and laminin plus dextran (62%).
These contradictory results could be explained by the different origin of these
glioma cells. In addition, the results presented in Tabel 1 are in agreement with
Aguiar and collaborators [2], which reported the effect of glicosaminoglycans and
glycoproteins on C6 rat glioma cells proliferation, where it was showed that
fibronectin in association with heparin or with chondroitin sulfate reduced the
proliferation of this cell line. However, in the present work we did not observed a
relation between the inhibition of the ecto-5'-NT activity and the cell proliferation
inhibition, except in the case of laminin plus dextran sulphate treatment.

The reduction of ecto-5’-NT activity observed only when the cells were
treated with dextran together with laminin or fibronectin can be attributed at the
fact that this two glycoproteins present sites of binding for sulfated
polysaccharides [2] and that polysaccharides as dextran is related to chelation of
the divalent cations such as Mg? [22]. Therefore the ecto-5'-NT activity could
decrease, due the reduction of the levels this its cofactor ion. Another explanation
for these inhibitory effect is that integrins, glycoprotein receptors, are co-expressed
with ecto- 5-NT [20]. The interaction between glycoproteins and sulfated
polysaccharides can maintain a proximity between ecto-5-NT and these
polysaccharides, causing an alteration in the enzyme activity. The stronger
inhibition observed by the treatment with laminin plus dextran sulphate can be
attributed at the possible synergic effect this treatment.

Another feature studied was the adhesion properties of glioma cells in

culture. The results showed that the treatment with APCP, an ecto-5-NT/CD73
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inhibitor, caused a strong stimulation while adenosine significantly decrease the
U138-MG cell adhesion. These findings showed the important influence of ecto-5’-
NT in the adhesion glioma cell trough the production of adenosine, which by the
inhibition of adhesion behavior of the cells, could be involved in the invasiveness
of tumor cells.

The glycoproteins collagen and fibronectin did not have effect on glioma cell
adhesion in our assay conditions. However, they reverted the stimulatory effect
caused by APCP. Considering that the cells were pre-incubated with this inhibitor
30 min before the glycoprotein treatment, a direct effect of APCP on the ecto-5'-
NT protein can not be excluded. The effects obtained in cell adhesion in the
presence of glycoproteins after the treatment with APCP could be explained by co-
expression of ecto-5-NT and different integrins as discussed before. The
glycoproteins bound to its receptors, the integrins, could maintain the ecto-5-NT
activity, producing adenosine, and therefore reverting the effect of APCP.

Another intriguing finding of adhesion experiments was the similar
stimulatory effect of chondroitn sulfate and the APCP, which was also reversed by
adenosine. Several studies have suggested that cell surface proteoglicans are
involved in the control of glioma cell growth, adhesion in invasion. The chondroitin
sulfate lectican BEHAB is upregulated in malignant gliomas in vivo and was
proposed to play a role in brain invasion [4]. Considering that chodroitin did not
inhibit ecto-5-NT (Tabel1), probably the stimulatory effect of this
glycosaminoglican on cell adhesion is by a different mechanism even though it
was reverted by adenosine.

The glycosaminoglican dextran sulfate alone inhibited the proliferation,

adhesion and cell migration of U138-MG glioma cells. This molecule is not
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expressed in the CSN, thus the treatment of the cells with this molecule
characterize the presence of a factor external, normally not finding in the brain.
Considering that it did not affected the ecto-5'-NT alone (Table1) we could suggest
that the dextran sulfate acts as an inhibitor of the invasiveness of glioma cells by
activating others steps beyond of the ecto-5"-NT mediated mechanism.

Taking together all these findings suggest that ecto-5-NT expressed by
U138-MG glioma cell line has its activity altered in the presence of some
glycoproteins and glicosaminoglicans and that these molecules affect differently
the proliferation, adhesion and cell migration. Further studies are necessary to
better understand the possible relations between the enzymatic activity of the

ecto-5'-NT and the different effects of these ECM components on glioma invasion.
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Legends

Figure 1- Effect of APCP, adenosine and ECM components on U138-MG cell
adhesion. The semi-confluent cells were treated with the different ECM
components, APCP, adenosine or a combination of them for 48 h. After that, the
cell adhesion was evaluated as described in Material and Methods. (A) Evaluation
of effects of the collagen type | and combinations as treatment; (B) Evaluation of
effects of the fibronectin and combinations as treatment; (C) Evaluation of effects
of the laminin and combinations as treatment; (D) Evaluation of effects of the
chondroitin sulfate and combinations as treatment; (E) Evaluation of effects of the
dextran sulfate and combinations as treatment. (— ) represent value of control
100%. Data are the means + S.E.M. of five independent experiments. The control
was considered 100 %. The values was statistically different in relation to control
at * p<0,05, ** p<0,01 and *** p<0,001 or in relation to APCP at # p<0,05, ##

p<0,01 and ### p<0,001.

Figure 2: Cell migration using the monolayer wound healing assay in
U138MG glioma cells. (A) Evaluation of effects of the collagen type | and
combinations as treatment; (B) Evaluation of effects of the fibronectin and
combinations as treatment; (C) Evaluation of effects of the laminin and
combinations as treatment; (D) Evaluation of effects of the chondroitin sulfate and
combinations as treatment; (E) Evaluation of effects of the dextran sulfate and
combinations as treatment. Data are the means = S.E.M. of five independent
experiments for each time point and condition. The values was statistically

different in relation to control: * p<0,05, ** p<0,01 and *** p<0,001.

LVII



TABLE 1

Effect of different components of extracellular matrix on ecto-5’-NT/CD73

activity and cell proliferation of U138-MG glioma cells.

Treatments % of control Proliferation assay (%)
Mg*-AMPase activity

Control 100 100
Colagen type I (col) 108 + 3,68 92 1+ 4,31
Fibronectin (fib) 102 + 6,41 89 +572
Laminin (lam) 67 £2,33 0 97 £ 5,49
Chondroitin Sulfate (ChS) 125 + 11,21 76 £ 2,65
Dextran Sulfate (Dxt) 79 £5,31 63 + 3,80 **
Col + ChS 106 + 2,99 60 + 5,85 ***
Col + Dxt 108 + 13,8 72+193*
Fib + ChS 96 + 6,64 84 +11,10
Fib + Dxt 59 +8,96 * 86 + 5,60
Lam + ChS 83 +12,32 81 +8,1
Lam + Dxt 38 + 4,29 *** 71 +11,27 *

The cell cultures were incubated with the different treatments for 48h and were

incubated with 2mM AMP or counted as described in Material and Methods.

Control AMPase activity was 78,19517,8 nmol Pi/min/mg. The absolute cell

counting of the control was 85237126255 cells . The values represent means + SD

from five independent experiments. The effect was statiscally different in relation

to the controls at *p<0,05, **p<0,01 and ***p<0,001 as determined by one-way

ANOVA followed by Tukey test.

Figure 1
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Figure 2
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4. DISCUSSAO

Gliomas s&o forma mais maligna de tumor do sistema nervoso central
(DeAngelis, 2001), sendo caracterizados por seu crescimento amplamente difuso
no tecido cerebral normal circundante, o que dificulta a ressecg¢ao cirurgica
(Chintala & Rao, 1996). Para invadir o tecido normal, as células tumorais
primeiramente desprendem-se de seu local de origem, aderem-se a matriz
extracelular e subsequentemente liberam proteases especificas que degradam a
matriz & qual se aderiu. Este processo sinaliza alteragbes morfoldgicas
especificas que levam a célula a migrar, sendo este o ultimo evento da via do
processo de invasao (Nakada et al., 2006).

A ecto-5-nucleotidase/CD73, € uma proteina ligada a membrana
plasmatica por uma ancora de glicosilfosfatidilinositol. Ela catalisa a reacéao final
de hidrélise do ATP, convertendo AMP a adenosina (Zimmermann, 1992;
Zimmermann, 2000; Zimmermann, 2006). A ecto-5-NT & também denominada
CD73 devido a sua alta expressao na superficie celular de linfocitos B e T,
constituindo um marcador de linfécitos maduros (Suderman, 1990). Outras
funcbes sdo ainda atribuidas para esta molécula como a indugao de vias de
sinalizagao intracelular e mediagdo da adesdo célula-célula e célula-matriz
(Yegutkin, 2008).

Em modelos experimentais de lesao cerebral foi mostrado um aumento na
expressao de algumas ectonucleotidases e também da ecto-5'-NT por astrécitos
corticais e células da microglia. Foi sugerido que este aumento poderia estar
associado a um comportamento de reparo ao tecido que sofrera o dano,

principalmente pelo aumento de degradagao do ATP, que em altas concentragdes
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€ considerado citotoxico e também pelo aumento na producédo de adenosina, via
acao da ecto-5'-NT, que contribui enormemente em acdes neuroprotetoras além
de seu papel pré-angiogénico (Nadeljkovic et al., 2006; Braun et al., 1997).
Curiosamente, células de glioma apresentam elevada atividade da ecto-5'-NT em
comparagao com os astrocitos (Wink et al, 2003b) Esta caracteristica tem sido
atribuida a funcado dessa enzima em produzir adenosina a qual para o tumor,
serviria como estimulo para o crescimento celular e angiogénse, além de regular
a liberacao de citocinas e também por apresentar acdo supressora as funcoes
imunes direcionadas contra o tumor (Spychala, 2000). Outras fungdes foram
também atribuidas para a alta presenga da ecto-5'-NT/CD73 em gliomas, sendo o
envolvimento na promocao da invasividade tumoral e ainda como uma molécula
de adesao (Fenoglio et al., 1997).

No presente trabalho, alguns processos envolvidos na invasdo dos gliomas
foram investigados através do estudo do efeito de componentes da matriz
extracelular (ECM) sobre parametros de proliferacéo, adesao e migracgao celular e
também sobre a atividade da ecto-5-nucleotidase. Além disso, investigamos o
efeito do inibidor da ecto-5'-NT (APCP) e de seu produto, adenosina, sobre os
mesmos parametros a fim de estabelecer uma possivel relagao entre essa enzima
e 0s mecanimos de invasdo dos gliomas. Nossos resultados mostraram que a
ecto-5'-NT expressa pela linhagem de glioma humano U138-MG, teve sua
atividade inibida, quando as células em cultura, foram tratadas com laminina,
fibronectina/dextran e laminina/dextran, com um percentual inibitério de 33, 41 e
62 %, respectivamente. Foi descrito que a mesma enzima de células de
glioblastoma de rato, Rugli-cells, foi inibida pela fibronectina e teve sua atividade

aumentada na presenga da laminina (Olmo et al.,, 1992). Estes resultados
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contraditérios podem ser explicados pela diferente origem das células de glioma.
A reducdo da atividade da ecto-5-NT observada no co-tratamento
fibronectina/dextran sulfato pode ser atribuida ao fato que glicoproteinas como a
fibronectina e também a laminina, apresentam sitios de ligacdo para
polissacarideos sulfatados (Aguiar et al., 2005) e estas moléculas sulfatadas,
como o dextran sulfato, por exemplo, sdo apresentadas como quelantes para
cations divalentes, como Ca?* e Mg?*. Estudos realizados por Schetinger et al.
(1998), mostraram que a atividade de ectonucleotidases e também da ecto-5'-NT
em sinaptossomas de cortex cerebral de rato, foi reduzida quando na presenca de
heparina e dextran sulfato, corroborando assim com os dados aqui obtidos. Sadej
et al., (2006) demonstrou em seu trabalho realizado com células de melanoma,
que a ecto-5'-NT, é co-expressada com integrinas, proteinas estas que exercem a
funcao de receptores para glicoproteinas. Esta afirmagao nos leva a supor que a
interacao entre fibronectina ou laminina/dextran, pode estar fazendo com que o
dextran mantenha-se proximo a membrana das células e este, por sua vez, quele
ions Mg*, que em menor concentragdo no meio, leva a uma diminuigdo da
atividade catalitica da enzima em questao por se tratar de seu ion cofator. A forte
inibicdo da atividade da ecto-5'-NT, observada no tratamento laminina/dextran
pode ser considerada como um efeito sinérgico de ambos os tratamentos.
Avaliando o efeito de glicoproteinas e glicosaminiglicanas, sozinhas ou em
associacao, nds observamos uma diminuicdo da proliferacdo celular na presenca
do dextran, 37% e ainda nos co-tratamentos colageno tipol/dextran (28%),
colageno tipo l/condroitina sulfato (40%) e laminina/dextran sulfato (29%). Estes
resultados estdo de acordo com aqueles apresentados por Aguiar e

colaboradores (2005) que demonstraram o efeito de glicosaminoglicanas e
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glicoproteinas sobre a proliferagdo da linhagem de células de glioma de rato C6,
onde nos co-tratamentos fibronectina/heparina ou fibronectina/condroitina sulfato,
houve uma redugdo do potencial proliferativo dessas células. Contudo, no
presente trabalho ndés ndo observamos uma relacdo entre a inibicdo da enzima
ecto-5'-nucleotidase e a inibicao da proliferacdo celular, exceto no caso do co-
tratamento laminina/dextran sulfato.

Outras caracteristicas estudadas foram as propriedades adesivas das
células de glioma em cultura. Os resultados mostraram que o tratamento com o
APCP, um inibidor da ecto-5-nucleotidase, gerou um forte efeito estimulatério
enquanto a adenosina inibiu significativamente a adeséo das células U138-MG.
Estes resultados mostram uma importante influéncia da ecto-5’-nucleotidase na
adesdo das células de glioma através da producdo de adenosina, que pela
inibicdo deste comportamento nas células de glioma, pode estar envolvida no
processo de invasibilidade destas células tumorais.

As glicoproteinas colageno do tipo | e fibronectina ndo demonstraram efeito
sobre a adesdo das células de glioma. No entanto, elas previniram o efeito
estimulatério causado pelo APCP. Considerando que as células foram
préincubadas por 30 minutos com este inibidor antes do tratamento com as
glicoproteinas, o efeito direto do APCP sobre a proteina ecto-5-nucleotidase nao
pode ser excluido. Os efeitos obtidos na adesdo celular na presengca das
glicoproteinas apds o tratamento com APCP pode ser explanado pela co-
expressao da ecto-5’-nucleotidase e diferentes integrinas, como mencionado
anteriormente. As glicoproteinas ligadas a seus receptores, as integrinas, podem
manter a atividade da ecto-5'-NT, produzindo adenosina e desta forma, reverter o

efeito estimulatério do APCP.
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A condroitina sulfato mostrou um efeito similar ao apresentado pelo APCP
na adesdo das células U138-MG, que foi revertido na presenca da adenosina.
Muitos estudos sugerem que proteoglicanas da superficie celular estdo envolvidas
no controle do crescimento das células de glioma, adesdo e invasdo. A
condroitina sulfato é superexpressa em gliomas malignos in vivo sendo proposto o
seu envolvimento na invasao do tecido cerebral sadio (Bellail et al.,2004). Assim
como as integrinas, a CD44, uma molécula caracterizada como receptor de
membrana para glicosaminoglicanas, também é co-expressada com a ecto-5'-NT/
CD73 em células de melanoma. Isso pode explicar o efeito tdo proeminente da
condroitina sobre a adesdo das células U138-MG, o qual pode ser devido a
interacao direta da chondroitina com a ecto-5-NT no momento crucial da adeséao
celular, ou ainda pode ser via ligagao ao seu receptor CD44 e este interagir com a
ecto-5'-NT/CD73 reduzindo sua atividade e a consequente redu¢ao de adenosina,
aumentar a adesao das células.

A linhagem de células U138-MG tiveram sua adesdo e migracgao inibidas
quando foi tratada com dextran sulfato. Esta glicosaminaglicana néo é expressa
no SNC, caracterizando a presenca de um fator externo, ao qual as células nao
estdo adaptadas. Diante disto, podemos sugerir que, embora o dextran sulfato
nao tenha afetado a atividade da ecto-5’-mucleotidase quando as células foram
tratadas apenas com essa molécula, na presencga de glicoproteinas existentes na
matriz extracelular dos gliomas, ele reduziu a atividade da enzima. Além disso,
quando sozinho, ele reduziu a proliferagao celular, adesao e migragao, indicando
também que o dextran sulfato age como uma molécula inibidora da invasibilidade
das células de glioma, por ativagdo de outras vias além da que é mediada pela

ecto-5'-NT/CD73.

LXX



A laminina € uma glicoproteina envolvida no processo de invasibilidade
tumoral. Sua distribuicdo no sistema nervoso central se da em locais onde as
células de glioma preferencialmente migram, como a membrana basal periférica
dos vasos sanguineos, membrana basal do espago subpial, zona subependimal e
ainda pelo plexo coréide (Chintala e Rao, 1996; Goldbrunner et al., 1999; Bellail et
al., 2004). Tais locais sao evidenciados por constituirem a barreira hemato
encefacila que impede a livre circulacdo de moléculas entre o SNC e a corrente
sanguinea sistémica. Sabendo-se que gliomas raramente formam metastases,
podemos, com base nos resultados obtidos aqui, sugerir uma hipdtese que
envolve o sistema purinérgico para explicar tal comportamento. No momento em
que a célula de glioma entra em contato com a membrana basal dos vasos
sanguineos, por exemplo, ela tem a atividade da ecto-5-NT/CD73 inibida pela
presenca, principalmente de laminina, ocasionando uma diminuicdo na producao
de adenosina. Diante do contato com as moléculas da MEC presentes na
membrana basal, vias migratérias podem entdo ser ativadas fazendo com que a
célula aumente seu potencial invasivo pelo cérebro normal, porém algumas das
células, podem vir a sofrer diapedese e invadir o [imem do vaso sanguineo. No
entanto, a auséncia da adenosina via inibicdo da ecto-5'-NT/CD73 pela laminina,
permitiria que a célula do glioma na corrente sanguinea, sofresse ataque do
sistema imune, impedindo assim o alastramento do tumor pelo organismo via
corrente sistémica. Mesmo diante das evidéncias permitirem chegar a esta
conclusdo, mais experimentos sdo necessarios para comprovar esta teoria bem
como a forma de interacido entre essas moléculas que precisa ainda ser melhor

estudada.
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Ja no processo invasivo exercido por unidades celulares dos gliomas, que
invadem sozinhas o parénquima cerebral sadio, podemos demonstrar um possivel
envolvimento da ecto-5'-NT/CD73, frente ao efeito evidenciado diante ao
tratamento com condroitina sulfato. Esta glicosaminoglicana € amplamente
expressa pelas células do parénquima cerebral sadio e esta amplamente
envolvida no processo de invasibilidade das células tumorais no cérebro (Bellail et
al., 2004). Ao contrario do efeito demonstrado pela laminina, a condroitina
aumenta amplamente a adesao celular e seu efeito é revertido pela presenca da
adenosina, o que pode vir a confirmar o envolvimento da ecto-5'-NT/CD73 com
esta proteoglicana, aumentando o potencial invasivo das células de glioma no
tecido cerebral normal.

Com base nos resultados aqui apresentados, podemos sugerir que
existem possiveis interacbes entre a ecto 5-nucleotidase/CD73 expressa pela
linhagem de célula de glioma humano U138-MG e componentes da matriz
extracelular, sendo estes glicoproteinas ou glicosaminoglicanas. Tais interagbes
apresentam efeitos opostos aos evidenciados em células de tumores sistémicos,
0 que vem somar a hipoétese de que o perfil de agressividade dos gliomas esta
adaptado ao microambiente local especifico, encontrado no sistema nervoso
central. Nossos resultados ainda mostram que o padrao de expressao da ecto-5'-
NT/CD73 pelos gliomas deve ser devido ao fato de que esta molécula e seu
produto, adenosina, estdo intimamente envolvidos nas caracteriticas altamente

invasivas demostradas pelos gliomas.
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

5. CONCLUSOES

A ecto-5’-nucleotidase das células de glioma humano U138-MG teve sua
atividade diminuida na presenca de componentes da matriz extracelular;

A proliferagéo celular da linhagem estudada diminuiu diante do tratamento
com algumas moléculas da matriz extracelular, no entanto esse efeito ndo
foi relacionado com reducao da atividade da enzima de estudo;

O APCP ativou fortemente a adesao das células de glioma enquanto que a
adenosina inibiu significativamente;

As trés glicoproteinas testadas reverteram o efeito do APCP no evento de
adesao celular, porém sozinhas, apenas a laminina apresentou um efeito
inibitério sobre tal comportamento;

A condroitina sulfato ativou a ades&o celular em niveis semelhantes ao
APCP e na presencga da adenosina seu efeito foi revertido;

O dextran sulfato, quando sozinho como tratamento, inibiu os eventos de

proliferagdo, adeséo e migragao celular;
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1)

2)

6. PERSPECTIVAS

Estudar o efeito da adenosina e do AMP em co-tratamento com as
matrizes que apresentaram efeito sobre a atividade da ecto-5’-nucleotidase

e sobre a proliferacao celular;

Realizar experimentos de avaliacdo da atividade enzimatica elevando a
concentragdo do seu ion cofator, o Mg2+, apds o tratamento das células
U138MG com as glicosaminoglicanas que reduziram a atividade da ecto-5'-

NT/CD73, a fim de confirmar a hipotese sugerida para tal efeito obtido;

3) Avaliar os efeitos dos tratamentos utilizados sobre o potencial invasivo das

células de glioma humano U138-MG com o uso de um protocolo especifico

para este fim;

4) Avaliar o estagio do ciclo celular das células de glioma apds o tratamento

com dextran sulfato, a fim de se evidenciar seu efeito sobre essas células e
ainda o efeito citotoxico desta molécula sobre cultura primaria de

astrocitos;

5) Avaliar o efeito destes coponentes da matriz extracelular sobre diferentes

eventos celulares em linhagens de glioma que apresentam a ecto-5'-

nucleotidase silenciada;
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NUCLEOTIDASE/CD73 ON CELL PROLIFERATION OF GLIOMA CELL LINES.
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