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1. INTRODUCAO

Os tumores cerebrais priméarios sdo um conjunto de neoplasias malignas
originarias de células de sustentacao do tecido nervoso. Os Gliomas séo tumores
originados de células da glia e estdo entre as mais importantes neoplasias sélidas
do Sistema Nervoso Central (SNC). S&o caracterizados por ampla
heterogeneidade histolégica e clinica. Atualmente, segundo a OMS, a
classificacdo desses tumores € baseada no tipo celular, na localizacdo do tumor e
no grau de malignidade (LOUIS, 2007).

A evolucdo dos gliomas esta relacionada a mdltiplas alteracbes em vias
gue controlam o crescimento, a proliferacéo e a diferenciagcéao celular (HOLLAND,
2001). Estudos recentes indicam que alteragcbes na sinalizacdo purinérgica
também participam da progressdo tumoral (BRAGANHOL, 2009). Apesar de
serem atribuidas aos nucleotideos acdes estritamente intracelulares como
fornecimento de energia para processos intracelulares como transporte ativo,
motilidade celular e biossintese, atualmente estd estabelecido o conceito de que
essas moléculas também atuam como mensageiros extracelulares
(BURNSTOCK, 1972). O conceito de neurotransmissao purinérgica surgiu em
1972 gquando Burnstock demonstrou em seu experimento que o ATP (adenosina
trifosfato) extracelular foi responsavel pela neurotransmissdo ndo adrenérgica —
nao colinérgica (NANC). Assim, o ATP foi proposto como um transmissor
simpético e parasimpdatico e atualmente sabe-se que este atua como sinalizador
no SNC e Periférico via ativacao de receptores especificos, 0s purinoreceptores
(BURNSTOCK 2009, 2012). Segundo Burnstock (2008), os nucleotideos e
nucleosideos no meio extracelular podem ainda regular fungbes patofisioldgicas
em diversos tecidos, incluindo doencas inflamatérias, neurodegenerativas,
doencas vasculares e cancer.

As ectonucleotidases compreendem um grupo de enzimas que apresentam
0 sitio catalitico voltado para o meio extracelular e que estdo envolvidas na
degradacéo de nucleotideos e na formacao de nucleosideos, possuindo, portanto
um papel chave na regulacéo da sinalizacdo purinérgica (ROBSON, 2006). Uma
vez liberado para o meio extracelular, o ATP pode ser hidolizado a ADP e
posteriormente a AMP por uma familia de ectonucleotidases denominada de
Ectonucleosideo-trifosfodifosfo-hidrolases (ENTPDases). O AMP formado é o
substrato para a enzima marca-passo da rota, a Ecto-5nucleotidase/CD73
(5'NT/CD73).



A 5'NT/CD73 é uma enzima ancorada a membrana plasmatica por um
residuo glicosil-fosfatidil-inositol sendo amplamente expressa em linfécitos,
células endoteliais e epiteliais (ZIMMERMANN, 1992). Evidéncias sugerem que
alteragbes na sinalizagdo purinérgica estdo envolvidas na progressédo do cancer,
pois gliomas apresentam alteragcbes na via de metabolizacdo de nucleotideos
extracelulares. A 5’NT/CD73 possui uma importante funcdo catalitica, de realizar
a conversdao de AMP em adenosina. Também esta envolvida em interacdes
célula-célula e célula-matriz sendo considerada, portanto, uma molécula de
adesdo que contribui para formacdo de tumores solidos (FASTBOM, 1987,
VOGEL, 1991). A expressdao da 5NT/CD73 se encontra elevada em
tumoressolidos, colaborando para processos de neovascularizacdo, migracao e
invasdo (SPYCHALA, 2000).

Como agentes efetivos ainda ndo estdo disponiveis na terapéutica de
gliomas, entendemos que esta enzima pode ser considerada um novo alvo
terapéutico. Portanto, o objetivo do nosso trabalho € avaliar a atividade
da5'NT/CD73 em linhagem de glioma, comparando com as células analogas
normais, 0s astrocitos, e investigar o potencial de agentes inibidores da
5'NT/CD73, como o a,B-metileno-ADP (AMPCP), na terapia antiglioma.

2. METODOLOGIA

Ensaio enzimatico: A atividade AMPasica foi avaliada em linhagem de glioma C6
e em astrocitos utilizando AMP (2 mM) como substrato utilizando o método do
verde de malaquita (Chan et al, 1986). A atividade foi expressa como pmol de Pi
liberado/min/mg de proteina utilizando uma curva padréo de KH,PO,.

Ensaio de proliferagdo celular: As células C6 de glioma de rato foram semeadas
em placas de 24 pocos (2 x 10* células/poco) e expostas a concentracdes
crescentes de AMPCP (1, 10, 100 uM). Apés 48h de tratamento, a atividade
AMPasica e a proliferacdo celular foram avaliadas pelo método do verde de
malaquita e contagem de células em cadmara de newbauer, respectivamente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise da atividade da 5'NT/CD73 indicou um aumento de 7 vezes da
hidrélise de AMP em glioma C6 quando comparado com as células normais, 0s
astrocitos. O tratamento AMPCP (1, 10, 100 uM) promoveu uma diminuicdo de
1.8, 2.0 and 1.7 vezes da proliferacdo das células C6, o qual foi seguido por uma
diminuicdo paralela de 2,0, 2,15 e 3,5 vezes da atividade AMP&sica quando
comparado com as células controle.

Esses resultados sugerem que o aumento da expressao da 5'NT/CD73
esta associado ao processo de progressao tumoral e a inibicdo da sua atividade
pelo tratamento com AMPCP resulta em diminui¢cao da proliferacdo celular.

Tabela 1. Analise do efeito do tratamento com AMPCP, inibidor da
5'NT/CD73, sobre a proliferacao celular e sobre a hidrélise de AMP em linhagem
de glioma C6.



Tratamento Controle AMPCP 1pM AMPCP AMPCP

10puM 100puM
Proliferacao
100% 75% 70% 71%
Hidrolise de
AMP
0,08 umol PI/ min/ 0,018 umol PI/ min/ 0,029 pumol PI/ 0,009 pmol PI/
mg de proteina mg de proteina min/ mg de proteina | min/ mg de proteina
*
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Figura 1. Atividade AMPasica em cultura primaria de Astrécitos e linhagem de
glioma C6. Resultados expressos como média + DP. N=3. * Significativamente diferente dos
astrécitos (p<0,05) segundo Teste t de Student.

4. CONCLUSOES

Portanto, estes resultados reforcam a importancia de 5’'NT/CD73 como um
fator determinante na progresséo dos gliomas. Além disso, os dados fornecem
evidéncias que estratégias que visam a inibicdo da expressao e/ou atividade da
5'NT/CD73 podem ser Uteis para aplicacdes terapéuticas clinicas e experimentais
de tumores solidos.
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