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ABSTRACT

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most malignant tumor of central nervous system.
The ecto-5-nucleotidase (5’NT/CD73) is overexpressed in GBM microenvironment.
The 5’NT/CD73 controls extracellular adenosine level, which has been described as
immunosuppressive molecule. Studies have shown that anti-inflammatory drugs, such
as indomethacin and dexamethasone have anti-proliferative effect by modulating
5'NT/CD73 expression in GBM cells. Methotrexate (MTX) is an antimetabolite drug,
widely used in clinical for cancer and inflammatory diseases, which modulates
5’NT/CD73 expression in GBM cells. However, it is still unclear if the increase of
5’'NT/CD73 expression and adenosine formation is related to the MTX antiproliferative
effect in tumor cells. Considering the ability of some anti-inflammatory drugs to
modulate the 5’NT/CD73 enzyme, one of the aims of the present work was to evaluate
the effect of nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs): naproxen, piroxican,
meloxicam, ibuprofen, diclofenac sodium, acetylsalicylic acid, acetaminophen,
nimesulide and ketoprofen, on the expression of the 5’NT/CD73 enzyme in GBM cells
and peripheral lymphocytes. In addition, we seek to increase the knowledge by which
MTX inhibits the GBM cells growth. Cell viability and 5 NT/CD73 expression were
evaluated in GBM cells and mesenteric lymphocytes after exposure to anti-
inflammatory drugs. For analysis of the MTX mechanism, GBM cells were treated with
APCP (5°’NT/CD73 inhibitor), dipyridamole (inhibitor of adenosine uptake to the
intracellular milieu), ABT-702 (inhibitor of adenosine kinase enzyme) and caffeine
(non-selective antagonist of P1 adenosine receptors) before treatment with MTX and
AMP. Only MTX increased expression of 5’NT/CD73 in GBM cells. Interventions on
adenosinergic system did not change the antiproliferative effect of MTX. The cytotoxic
effect of MTX is not associated with increased 5’NT/CD73 expression and adenosine
levels in the extracellular environment under tested conditions. However, further
studies are needed to confirm the results obtained and to understand the role of MTX
in the GBM context.

Keywords: Anti-inflammatory drugs, methotrexate, adenosine, ecto-5'-nucleotidase
(5’'NT/CD73).



RESUMO

O glioblastoma multiforme (GBM) € o tumor mais maligno do sistema nervoso central.
A enzima ecto-5’-nucleotidase (5’NT/CD73) esté superexpressa no microambiente de
GBM. A 5NT/CD73 é responsavel pelo controle dos niveis extracelulares de
adenosina, a qual é descrita como uma molécula imunossupressora. Estudos
demonstraram que farmacos anti-inflamatorios, como a indometacina e
dexametasona possuem efeito antiproliferativo em células de GBM, através da
modulagéo da expressdo da 5’NT/CD73. O metotrexato (MTX) é um farmaco da classe
dos antimetabdlitos, amplamente utilizado na clinica para neoplasias e doencas
inflamatorias, que modula a expresséo da 5’NT/CD73 em células de GBM. Entretanto,
ainda ndo esta esclarecido, se o aumento da expressdo da enzima 5’NT/CD73 e
formacao de adenosina, esta relacionado ao efeito antiproliferativo do farmaco em
células tumorais. Considerando a capacidade de alguns anti-inflamatérios em modular
a enzima 5’NT/CD73, um dos objetivos deste trabalho foi avaliar o efeito de farmacos
anti-inflamatérios nado esteroidais (AINES): naproxeno, piroxicam, meloxicam,
ibuprofeno, diclofenaco de sodio, acido acetil salicilico, paracetamol, nimesulida e
cetoprofeno, na expressdo da enzima 5’NT/CD73 em células de GBM e em linf4citos
periféricos. Além disso, procuramos aprofundar o mecanismo pelo qual o MTX inibe o
crescimento de células de GBM. Avaliou-se a viabilidade celular e a expresséo da
5’NT/CD73, em células de GBM e linfocitos mesentéricos, apds exposicdo aos
farmacos anti-inflamatérios. Para analise do mecanismo do MTX, células de GBM
foram tratadas com APCP (inibidor da 5’NT/CD73), dipiridamol (inibidor da captacéo
de adenosina para o meio intracelular), ABT-702 (inibidor da enzima adenosina
cinase) e cafeina (antagonista ndo-seletivo de receptores P1 de adenosina), antes do
tratamento com MTX e AMP. Apenas o MTX aumentou a expressao da 5’NT/CD73,
em células de GBM. Interven¢des no sistema adenosinérgico ndo alteraram o efeito
antiproliferativo do MTX. O efeito citotoxico do MTX néo esta vinculado ao aumento
da expressdo da S5’NT/CD73 e niveis de adenosina no meio extracelular, nas
condicOes testadas. Entretanto, sdo necessarios maiores estudos para confirmacao
dos resultados obtidos e para compreensado do papel deste farmaco no contexto do
GBM.

Palavras chave: Anti-inflamatérios, metotrexato, adenosina, ecto-5-nucleotidase
(5’NT/CD73).
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1. INTRODUCAO

1.1 Glioblastoma multiforme

Os tumores do sistema nervoso central (SNC) correspondem a um amplo grupo,
altamente heterogéneo, de doencas que apresentam caracteristicas clinicas,
biolégicas e histoldgicas variadas (Ferreira e Rocha,2004). A Organizacao Mundial da
Saude (OMS) classifica os tumores do SNC, baseados em suas caracteristicas
histol6gicas e moleculares, nos seguintes grupos: astrocitoma e oligodendroglioma
difusos; outros tumores astrociticos; tumores ependimaticos; tumores neuronais e
neuronais-gliais mistos; tumores da regiao pineal; tumores embrionarios; tumores dos
nervos craniais e paraespinal; tumores das meninges (meningeoma); tumores
mesenquimais, nao-meningoatelial; tumor melanocitico; linfomas; tumores
histiociticos; tumores das células germinais; tumores da regido selar e tumores

metastaticos (Louis et al., 2016).

Os astrocitomas difusos, também denominados gliomas difusos, sdo as
neoplasias do SNC mais recorrentes, especialmente em adultos. Historicamente aos
gliomas difusos sao atribuidos graus de malignidade de Il a IV, de acordo com suas
caracteristicas histolégicas, levando em consideracdo a presenca/auséncia de
atividade mitética marcada, necrose e proliferacdo microvascular. Sendo o
glioblastoma multiforme (GBM) o mais maligno e classificado como grau IV (Louis et
al., 2007; Perry e Wesseling, 2016).

O glioblastoma multiforme € caracterizado pela presenca de necrose, neo-
angiogénese, numerosas lesdes celulares e alta atividade mitotica (Ohgaki e Kleihues,
2009; Aldape et al., 2015). Possui alta heterogeneidade intratumoral, apresentando
muitas células neoplasicas em proliferacdo, células endoteliais, fibroblastos e células
do sistema imune, como macrofagos e linfécitos (Solinas et al., 2009; Balkwill e
Coussens, 2004). Atualmente, tem se discutido a origem do glioblastoma a partir de
células indiferenciadas como células tronco neurais e tronco tumorais (Van Meir et al.,
2010).

Este tipo de tumor, geralmente, afeta adultos de meia idade, com maior
incidéncia entre as idades de 40 e 65 anos (Schneider et al., 2010). Os fatores de

risco relatados para GBM, sdo 0os mesmos para outros tumores cerebrais, incluindo
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condi¢des genéticas e exposicao a radiacdes ionizantes (Navas-acién et al., 2002).
Os sintomas apresentados, pelos pacientes, dependem da localizagéo do tumor e da
progressao da doenca, podendo variar de dores de cabeca inexplicaveis, a alteracbes
no campo visual, mudancas de personalidade, deficiéncias motoras, até convulsées
(Umand e Sontheimer, 2017). A sobrevida média, de um paciente diagnosticado com
GBM, € inferior a um ano, sendo que esta estatistica ndo se modificou

significativamente nas ultimas décadas (Holland, 2001).

Apesar dos intensos esfor¢cos para o desenvolvimento de novas terapias, ainda
nao existe tratamento, realmente efetivo, para GBM (Butowski et al., 2006). A
resseccdo cirargica, combinada a outras terapias adjuvantes, € o tratamento
recomendado para este tipo de neoplasia. O objetivo de tal estratégia visa remover o
tumor com a maxima preservacédo das funcdes neurolégicas (Tsitlakidis et al., 2010).
Entretanto, o alto grau de invasividade tumoral impede uma ressec¢ao completa do
tumor e, consequentemente, leva a recorréncias da neoplasia (Stupp et al.,2007). Em
casos inicialmente inoperaveis ou recorrentes, a radioterapia desempenha um papel
essencial no tratamento paliativo do tumor. Através de irradiagdo focal é possivel
estabilizar ou melhorar as condi¢des funcionais de muitos pacientes (Tsao et al., 2005;
Bleehen e Stenning, 1991).

Quimioterapicos séao utilizados apenas como adjuvantes no tratamento de GBM,
pois a presenca da barreira hematoencefélica (BHE) faz com que este tipo de
tratamento seja pouco efetivo, produzindo efeitos benéficos de curta duracdo para
alguns pacientes (Stupp et al., 2007; Huncharek et al., 1998). Os quimioterapicos mais
utilizados para GBM apresentam caracteristicas altamente lipofilicas que permitem
atravessar a BHE. E o caso da temozolomida e das nitrosuréias (Mousseau et al.,
1993). Um estudo clinico realizado em 2004 mostrou que a utilizacdo da temozolmida
como adjuvante, juntamente a radioterapia pdOs-cirurgia, leva apenas a um breve
aumento da sobrevida dos pacientes, em comparagcdo aos que realizaram apenas
radioterapia pés-cirurgia (Stupp et al., 2005). Por ndo apresentar superioridade em
relacdo ao tratamento com a nitrosuréia carmustina (medicamento fornecido pelo
Sistema Unico de Salde (SUS) ) e seu preco ser pelo menos 11 vezes maior que 0
da carmustina, a temozolomida néo esta incorporada no tratamento pos-operatoério de
pacientes portadores de glioblastoma multiforme no ambito do SUS (Brasil, 2014;
ANVISA, 2017).
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1.2 Anti-inflamatoérios

Diversos farmacos anti-inflamatorios tiveram origem em descobertas feitas ao
acaso, pela utilizacdo de plantas e seus extratos para o alivio de dor, febre e
inflamacéo (Rainsford, 2007). Como exemplo a salicilina, composto encontrado na
casca do salgueiro, € metabolizada a &cido salicilico, que apresenta propriedades anti-
inflamatorias, antipiréticas e analgésicas (Rao e Knaus, 2008; Maclagan, 1876). No
final do século XIX utilizava-se o acido salicilico em funcéo de suas propriedades
farmacoldgicas, entretanto, 0 mesmo apresentava sabor amargo e, causava irritagdo
gastrica (Rao e Knaus, 2008). Em 1899 foi sintetizado o Acido Acetil Salicilico (AAS),
conhecido comercialmente por aspirina, que apresenta caracteristicas palataveis
(Frolich, 1997). O AAS faz parte da classe dos anti-inflamatorios ndo esteroides
(AINES), os quais estdo entre os medicamentos mais prescritos no mundo (Frdlich,
1997). ApGs 72 anos de sua descoberta, foi demonstrado que o AAS era capaz de
inibir a sintese de prostaglandinas através da inibicdo da ciclooxigenase (COX)
(Douthwaite e Lintott,1938).

Devido a descoberta do mecanismo de acdo do AAS, a década de 70 foi
marcada pela descoberta de novos AINES, incluindo o diclofenaco de sédio (Hippisley-
Cox et al., 2005, Gené et al., 2008; Lesney, 2004). Os AINEs representam um grupo
de compostos heterogéneos, que tem como principal mecanismo de acao a inibicao
da enzima COX. Tal enzima é responsavel pela conversdo do acido araquidénico a
varios eicosanoides, incluindo tromboxanos e prostaglandinas (Batlouni, 2010;
Catella-Lawson et al. 2001; Vane e Botting, 1998). Sdo descritas, principalmente, duas
principais isoformas para esta enzima, designadas COX-1 e COX-2 (Cryer e
Feldmann,1998).

A isoforma COX-1 esta presente na maioria dos tecidos. Esta relacionada a
producao de prostaglandinas e tromboxanos, que desempenham importante papel na
manutenc¢ao das fungodes fisiologicas, incluindo controle do fluxo renal, homeostasia e
protecdo da mucosa intestinal. Por outro lado a COX-2 esta expressa em maior
quantidade em processos inflamatorios, mediante a presenca de citocinas, fatores de
crescimento e endotoxinas. A COX-2 produz prostaglandinas que estdo envolvidas no
desenvolvimento de edema, rubor e febre (Fitzgerald e Patrono, 2001; FitzGerald et
al., 1984).
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Os diferentes tipos de AINEs variam em seus efeitos inibitérios relativos as duas
isoformas da COX, podendo ser seletivos ou néo-seletivos para a COX-2 (Cryer e
Feldman,1998; Rodriguez e Hernandez-diaz, 2001). Os AINEs nao seletivos, também
denominados tradicionais, podem apresentar preferéncia de inibicdo para COX-2
semelhante aos AINEs seletivos para COX-2 (COXIBEs), como é o caso da
nimesulida. Enquanto que outros AINEs tradicionais inibem, praticamente, de igual
modo as duas isoformas da COX, como € o caso do ibuprofeno e naproxeno (Pairet
et al., 1998; Dubois et al.; Rao e Knaus, 2008). Os efeitos gastrointestinais, um dos
efeitos adversos mais importante dos AINES, estdo relacionados a inibigdo da COX-
1, com consequente bloqueio da produgcéo das prostaglandinas protetoras desse

sistema (Lanas e Scheiman, 2007).

1.3 Antimetabdlitos (Metotrexato)

Antimetabdlitos sao farmacos estruturalmente semelhantes a metabdlitos que
desempanham alguma funcédo celular, tendo como protétipo 0 metotrexato, um
farmaco antifolato. O metotrexato (MTX) € um dos agentes terapéuticos mais eficazes,
disponivel para o tratamento de variados tipos de tumores sélidos, doencas malignas
hematolégicas e doencas auto-imunes (McGuire, 2003; Purcell e Ettinger, 2003).
Estruturalmente, o MTX é analogo ao acido folico e atua inibindo competitivamente a
enzima dihidrofolato-redutase (DHFR). Esta inibicdo resulta na deplecdo de
tetrahidrofolatos, que sdo necessarios para a sintese de purinas e timidilato.
Consequentemente, a sintese de DNA (acido desoxirribonucleico) e RNA (acido
ribonucleico), bem como outras reagbes metabdlicas, sédo interrompidas (McGuire,
2003; Grim et al., 2003).

Sua agdo é mais marcante sobre populagfes celulares em fase de crescimento
exponencial, o que explica sua maior atividade sobre células tumorais e tecidos em
proliferacdo (Huennekens et al., 1994). Este farmaco é amplamente utilizado como
adjuvantes na clinica para diversos tipos de cancer. Entre eles o cancer de mama, de

cabeca e pescoco, de cérebro, de ovérios e leucemias (McGuire, 2003).

Apesar de existirem estudos in vitro e in vivo que demonstram potente atividade
do MTX contra GBM, ha poucos estudos clinicos que demonstrem eficacia neste tipo

de neoplasia (Cooper et al., 2015). Em um ensaio clinico realizado em pacientes
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pediatricos com glioma de alto grau, o MTX foi utilizado em altas doses para o
tratamento prévio a quimio-radioterapia. Os pacientes que possuiam altas doses de
MTX incluso ao protocolo de tratamento tiverem aumento da sobrevida, de 1 ano

(grupo controle) para 1,5 anos (Wolff et al., 2011).

Além do efeito antiproliferativo, o MTX possui efeito anti-inflamatoério e
imunossupressor, sendo utilizado em baixas doses para o tratamento de artrite
reumatoide, psoriase e outros problemas cronicos inflamatoérios (Cronstein, 2005;
Weinblatt et al., 1985). O provavel mecanismo responsavel por estes efeitos esta
relacionado a capacidade do MTX em aumentar a quantidade de adenosina no meio
extracelular, e da ligacdo da adenosina extracelular a receptores especificos
(Cronstein, 2010; Montesino et al., 2007; Morabito et al. 1998).

1.4 Sistema purinérgico

Os nucleotideos e nucleosideos tradicionalmente sdo conhecidos pela suas
funcdes energéticas no meio intracelular, contudo, atualmente esta bem estabelecido
o0 papel dessas moléculas como mensageiros extracelulares, participando de
sinalizacdes que influenciam em uma variedade de efeitos biolégicos no meio
intracelular (Burnstock, 2006 (a); Burnstock, 2007). Esses efeitos sdo mediados
através da ligacdo dos nucleotideos e nucleosideos a receptores especificos,

denominados purinoreceptores (llles et al.,2000).

Os purinoreceptores fazem parte da via de sinalizacdo denominada sistema
purinérgico. Esta via de sinalizacao inclui as purinas derivadas da adenina (como o
nucleosideo de adenosina 5 trifosfato, ATP), as purinas derivadas de guanina,
metabdlitos de xantinas, hipoxantinas, entre outros (Schimidt, 2007). Entretanto, a
adenosina e o ATP extracelulares sdo considerados os principais efetores deste
sistema, devido aos seus importantes papéis jA bem elucidados como
neurotransmissores e neuromoduladores do sistema nervoso central e periférico, além
de estarem envolvidos na resposta imune (Burnstock ,2006(a), Burnsttock,2006(b);
Ralevic e Burnstock, 1998; Faas et al., 2017).

Em condicdes fisioldgicas sdo encontradas baixas concentracdes de ATP no
meio extracelular (Bakker et al., 2007; Ryan et al.,1996). No entanto, varios tipos
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celulares podem liberar ATP para o meio extracelular em condi¢des como hipodxia,
isquemia, inflamacao, necrose e apoptose (Gallucci e Matzinger, 2001).

No meio extracelular o ATP se liga aos receptores P2, que subdividem-se em
receptores P2X (receptores ionotrépicos) e P2Y (receptores metabotropicos),
exercendo uma série de efeitos no meio intracelular (Burnstock, 2007). Além disso, o
ATP extracelular é rapidamente metabolizado a adenosina 5’ difosfato (ADP) e
adenosina 5 monofosfato (AMP) pelas fosfatases alcalinas, ecto-nucloetideo-
pirofosfatases/  fosfodiesterases (ENPPs) ou ecto-nucleosideo trifosfato-
difosfohidrolases (E-NTPDases), que inclui a E-NTPDase 1, também denominada E-
NTPDasel/CD39 (Burnstock e Boeynaems, 2014). O AMP formado é convertido ao
nucleosideo adenosina pela acédo da ecto-5-nucleotidase também conhecida como
5’'NT/CD73 (Burnstock and Boeynaems, 2014) (Figura 1). A adenosina formada pode
seguir a metabolizagcdo extracelular em inosina, hipoxantina, xantina e acido urico ou
pode ser transportada para o meio intracelular via transportadores de nucleosideos,
onde pode ser degradada a inosina pela acdo da enzima adenosina deaminase (ADA)
ou ser fosforilada a AMP pela agéo da adenosina cinase (AK) (Latini e Pedata, 2001,
Burnstock, 2017; Boison, 2013).

A 5’NT/CD73 é uma enzima extracelular amplamente distribuida na superficie
de células de tecido humano, incluindo, hepatdcitos, linfocitos, células endoteliais e
fibrocitos (Zhang, 2010). Estudos demonstraram que esta enzima esta altamente
expressa em varios tipos de tumores sélidos, como no GBM, cancer de colo-retal,
cancer mama e cancer de préstata (Bavaresco et al., 2008; Wu et al., 2012; Loi et al.,
2013; Leclerc et al., 2016). O papel da 5’NT/CD73 na progressao do cancer ainda nao
esta totalmente esclarecido, muitos estudos demonstram que a expressao desta
enzima esta associada a progressdo do cancer, contribuindo com a invasividade
tumoral, angiogénese, metastase e resisténcia a terapias (Wang et al., 2017).
Entretanto, alguns estudos demonstraram que alta expressdo da enzima pode
contribuir para um melhor prognaostico, levando a um menor grau de diferenciacao
tumoral (Wang et al, 2017; Oh et al., 2012). A 5’NT/CD73 juntamente com a enzima
CD39, participa do controle dos niveis de adenosina extracelular, sendo a 5’NT/CD73
a principal enzima responsavel pela formacdo de adenosina no meio extracelular a

partir dos nucleotideos de adenina liberados (Zimmermann, 2000).
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Figura 1. Esquema simplificado da sinalizagdo purinérgica envolvendo as E-

NTPDases, 5NT/CD73 e receptores purinérgicos.
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ATP= adenosina 5’ trifosfato, ADP= adenosina 5’ difosfato, AMP= adenosina 5 monofosfato, ADO=
adenosina, INO= inosina, P2= receptor de ATP, P1= receptor de adenosina, NTPDases= ecto-
nucleosideo-trifosfato-difosfohidrolases, CD73= ecto-5-nucleotidase. Créditos da imagem: Liliana
Rockenbach.

A adenosina, gerada no meio extracelular, exerce uma série de efeitos
fisiolégicos via ligacdo a receptores transmembrana, acoplados a proteina G
(Blackburn, 2009; Ralevic and Burnstock, 1998). Estes receptores sao classificados
em A1, Aza, A2s e As (Ralevic and Burnstock, 1998).

Os receptores Aza e A2z atuam ativando a adenilil ciclase (AC),
consequentemente, aumentam os niveis de AMP ciclico (AMPc) e, estao relacionados
a imunossupresséao (Ohta et al., 2006; Vecchio et al., 2016). Em diversas condi¢des
patolégicas, como inflamacdes crbénicas e tumores, foi constatado o acumulo de
adenosina no meio extracelular. Em niveis elevados, a adenosina se liga aos
receptores Aza, causando inducgéo de linfocitos Treg e inibi¢cdo de linfocitos efetores e
macrofagos, desta forma, gera um microambiente tumoral imunossuprimido (Ernst et
al., 2010; Zarek et al., 2008).
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Os receptores A1 e As, por sua vez, inibbem a geracdo de AMPc, e estdo
associados a promocéo da imunidade (Cronstein et al., 1992; Butler et al., 2012).
Acredita-se que o receptor As possa ser um potencial alvo terapéutico, devido a sua
alta expressdo em células inflamatérias e neoplasicas, em comparacdo a células
saudaveis (Gessi et al., 2011). J4 foi demonstrado que este receptor esta envolvido
no ciclo celular, apresentando atividade pro- e anti-apoptética, de acordo com o nivel

de ativacao do receptor (Jacobson, 1998; Gessi et al., 2011).

1.5 Inflamacédo no contexto de neoplasias

O papel da inflamagédo, no contexto de neoplasias, vem sendo amplamente
investigado. Atualmente sabe-se que um ambiente rico em células inflamatérias e
fatores de crescimento potencializam e/ ou promovem o risco a neoplasias (Coussens
e Werb, 2002). Desta forma, a reducdo da inflamacédo pode representar uma
estratégia valida para a prevencao e tratamento de neoplasias (Rayburn et al.,2009).

Tem sido relatado que farmacos anti-inflamatoérios, dentre eles os AINEs,
possuem a capacidade de aumentar a apoptose, diminuir a migracao e diminuir a
angiogénese de tumores (Jana, 2008; Zlotnik, 2006; Albini et al., 2005; Sawaoka,
1999). Entretanto, o mecanismo pelo qual os AINEs influenciam na proliferacéo

neoplasica, ainda ndo esta totalmente esclarecido.

Estudos experimentais, epidemiolégicos e clinicos sugerem que os AINEs
podem contribuir para a prevencao do crescimento de células neoplasicas através da
inibicdo da COX (Grubbs et al., 2000; Williams et al., 2000). Foi demonstrado que
diversos tipos de tumores superexpressam a enzima COX-2, como é o caso do cancer
de mama, de bexiga e de colon, sugerindo papel importante da COX na
vascularizagcédo e crescimento dos tumores (Shirahama et al., 2000; Hwang et al.,
1998; Thun et al., 2002).

Outros estudos sugerem gue o efeito antiproliferativo dos AINEs, pelo menos em
parte, é independente da COX e inibicdo da sintese de prostaglandinas (Tegeder et
al; 2002; Baek et al., 2002). Um estudo prévio realizado pelo nosso laboratério,
demonstrou que a indometacina aumenta os niveis da enzima 5’NT/CD73, a qual &

uma das principais responsaveis pela formagéo de adenosina no meio extracelular, a
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partir de nucleotideos de adenina. Assim, a adenosina, produzida extracelularmente,
estaria contribuindo para a diminuicdo da proliferacdo das células de GBM por uma

possivel ligacao aos receptores As (Bernardi et al., 2007).

Além dos AINEs, outras classes de farmacos anti-inflamatdrios demonstraram
possivel modulacdo da proliferacdo de células tumorais. Como exemplo, a
dexametasona, um anti-inflamatério da classe dos corticosteroides, demonstrou, em
estudos in vivo, contribuir para a prevenc¢ao de cancer de pulméo e também, contribuir
na eficacia de quimioterapicos em modelos de glioma, de cancer de mama, de pulméao
e colo (Witschi et al, 2005; Wang et al., 2004; Wang et al., 2007). Nosso laboratério
demonstrou previamente que a dexametasona, assim como a indometacina, leva ao
aumento da expressdao da 5'NT/CD73 em células de GBM, contribuindo com a
hipotese de que a adenosina pode estar envolvida no papel anti-inflamatério, tanto de
farmacos néo-esteroides, como de corticosteroides (Bavaresco et al., 2007).

1.6 Glioblastoma, inflamac&o e sistema purinérgico

A presenca de infiltrado inflamatério no GBM esta diretamente relacionada ao
grau de malignidade do tumor (Watters et al., 2015). A presenca de leucécitos, como
macrofagos, microglia e linfocitos sdo componentes indispensaveis nos processos de

proliferacéo, migracdo e sobrevivéncia celular (Watters et al., 2015).

Os linfécitos T regulatérios (Treg, CD4*/CD25*/FOXP3*), em condicbes
fisiol6gicas, controlam a renovacéo celular do timo, regulando a expansao linfocitica,
inflamacdo crbénica e processos autoimunes. No entanto, em certas condicdes
patoloégicas, como no cancer, os linfocitos Treg podem favorecer o crescimento
tumoral, através da inibicdo dos linfécitos T citotoxicos (CD3*CD8*) e células Natural
Killer (NK), contribuindo para a imunossupressao do microambiente tumoral (Bastid et
al., 2012; Borsellino et al., 2007). Sendo assim, a presenca de elevados niveis de
linfécitos Treg e baixos niveis de linfocitos T citotoxicos estdo relacionados a um

prognostico desfavoravel em GBM (Han et al., 2014; Sayour et al., 2015).

O controle da hidrélise dos nucleotideos ATP e ADP pela enzima E-
NTPDasel/CD39 e, AMP pela enzima ecto-5-nucleotidase/CD73, esta estritamente

relacionado a imunomodulagéo, através, dentre outras células, dos linfocitos Treg em
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pacientes com glioma (Albesiano et al., 2010). Foi demonstrado que linfécitos Treg
superexpressam a enzima E-NTPDasel/CD39 em suas superficies, gerando uma
maior quantidade de AMP no meio extracelular. Esse AMP gerado é degradado a
adenosina pela 5’NT/CD73, como ja descrito, a qual esta superexpressa na superficie
de células de GBM (Bavaresco et al., 2008). Assim, ha a hip6tese de que essas duas
enzimas estariam trabalhando de forma cooperativa para a geracéo de adenosina, a
qual modula a producéo de citocinas e inibe a proliferacéo de células imune efetoras,

culminando em imunossupresséao e crescimento tumoral (Xu et al., 2013).

1.7 Metotrexato no contexto de neoplasias e sistema purinérgico

Estudos in vivo demonstraram que um dos metabdlitos ativos do MTX, a forma
poliglutamato (MTX glu), é capaz de inibir a AICAR transformilase (AICART) e assim
levar ao acumulo de AICAR (5-aminoimidazol-4-carboxiamida ribonucleotideo)
(Figura 2). O ribonucleotideo AICAR é um inibidor competitivo da enzima AMP
deaminase, levando ao aumento dos niveis de AMP intracelular, que pode ser
desfosforilado intra- ou extracelularmente a adenosina (Baggott et al.,1994; Cronstein
et al., 1993; Morabito et al., 1998). Além disso, o ribonucleosideo AICA (metabdlito
defosforilado de AICAR), € um inibidor competitivo da adenosina deaminase (ADA). A
inibicdo da ADA pode levar ao acumulo direto de adenosina e liberagdo deste

nucleosideo para o meio extracelular (Montesinos et al., 2007).

O aumento de nucleotideos e nucleosideos, no meio intracelular, pode levar
por exocitose e/ou gradiente de concentracdo, ao aumento destes no meio
extracelular. Uma vez no meio extracelular, esses nucleotideos podem estar sendo
convertidos a adenosina pela acédo das ecto-nucleotidases. O aumento de adenosina
no meio extracelular, promovido pelo MTX, vem sendo relacionado ao efeito anti-
inflamatorio apresentado pelo farmaco (Cronstein et al., 1993 ; Morabito et al., 1998;
Montesinos et al, 2007). A adenosina gerada demonstrou atividade

imunossupressora em modelo de inflamagédo em ratos (Montesinos et al., 2007).

Estudos realizados pelo nosso laboratério mostraram que o MTX é capaz de
aumentar as enzimas do sistema purinérgico ancoradas a membranas das células,
principalmente a expressdo da enzima 5NT/CD73, culminando no aumento de

adenosina no meio extracelular. Concordantemente, foi demonstrado que o MTX
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levou ao aumento da atividade AMPasica (hidrélise de AMP) em células de GBM C6
(Figueiro et al., 2016).

Figura 2. Mecanismo proposto pelo qual o MTX leva ao aumento de adenosina no

meio extracelular.
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RFC1= transportador de folato reduzido; MTX= Metotrexato; MTX glu = metabdlito MTX poliglutamato;
DHFR= di-hidro-folato-redutase; AICAR= 5- aminoimidazol-4-carboxiamida ribonucleotideo; AICART=
AICAR transformiliase; AICA= AICA riblonucleosideo; IMP= Inosina monofosfato; ADA= adenosina
deaminase; AK= adenosina cinase; PPi= pirofosfato inorganico; Pi= fosfato inorganico; CD73= ecto-5-
nucleotidase; CD39= E-NTPDase 1. Fonte: Adapta¢do de Montesinos et al., 2007.

Avaliou-se o efeito do MTX em nanocéapsulas lipidicas (MTX-LNC), em modelo
de GBM implantado em cérebro de ratos Wistar. Os resultados mostraram que o MTX-
LNCs reduz a porcentagem de linfocitos T efetores e T regulatérios no microambiente
tumoral e, leva ao aumento da expresséo da 5’NT/CD73 nas células de GBM, assim
como demonstrado nos resultados in vitro. Foi constatado aumento da expressao
desta enzima também em superficie de linfocitos CD3*CD4* e CD3*CD8*, apos
tratamento com MTX-LNCs (Figueiro et al., 2015; Figueir6 et al., 2016). Sendo assim,
0 MTX-LNCs gerou um aumento ainda maior de adenosina no microambiente de
GBM, o qual ja possui altos niveis desse nucleosideo, devido a alta expressao da
5’ NT/CD73 (Figueiré et al., 2016; Bavaresco et al., 2008; Wink et al., 2003). A hipotese

sugerida é que essa elevada concentragcdo de adenosina proporcionada pelo
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tratamento com MTX-LNCs, somada aos outros efeitos atribuidos ao MTX, pode gerar
uma supressao inclusive de linfocitos Treg, que desempenham papel importante na
imunossupressdo de GBM. Essa diminuicdo de linfocitos Treg no microambiente
tumoral, pode levar a diminuicdo da imunossupressao induzida por Treg, permitindo
assim, o recrutamento e diferenciacdo de células T efetoras, tais como os linfocitos T
citotéxicos e células NK. Em outras palavras, a hipétese sugerida € que o MTX, ao
contribuir com o aumento dos niveis de adenosina, pode estar diminuindo a
imunossupressao caracteristica do microambiente do GBM, permitindo a troca de um

perfil pro-tumoral para um perfil anti-tumoral (Figueiré et al., 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

O papel da imunomodulacdo no cancer € assunto de intensas pesquisas nos
dias de hoje. Sabe-se que inflamacdo proporciona um ambiente favoravel para o
desenvolvimento de variados tipos de neoplasias (Coussens e Werb, 2002). Diversos
farmacos anti-inflamatérios demonstram eficacia em modelos de céncer ou na
prevencado do crescimento neoplasico. O mecanismo pelo qual estes farmacos anti-
inflamatorios contribuem na eliminacéo de células neoplasicas pode estar relacionado

com a producédo de adenosina.

Estudos prévios, realizados pelo nosso laboratério, mostraram que os anti-
inflamatdrios, indometacina e dexametasona, aumentam os niveis da 5’NT/CD73 em
células de GBM (Bernardi et al., 2007; Bavaresco et al., 2007). Nosso grupo também
demonstrou que o MTX, um antimetabdlito que apresenta atividade anti-inflamatoria,
aumenta a expressao da 5NT/CD73 em células de GBM. Todavia, ainda é
desconhecido o papel de vérios farmacos anti-inflamatérios quanto a expressao da
5'NT/CD73 em células de GBM.

Com base nessas consideracdes, a hipétese apresentada é que outros farmacos
anti-inflamatérios também podem ter como mecanismo a modulacdo da enzima
5’'NT/CD73. Além disso, outra justificativa do trabalho é que a modulacao do sistema
adenosinérgico pelo MTX pode estar relacionada com a citotoxicidade desse farmaco

diretamente em células de GBM.
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3.0BJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de farmacos anti-inflamatoérios na expressao da 5’NT/CD73 e
viabilidade celular, em células de GBM e linfécitos mesentéricos. Além disso,
aprofundar os conhecimentos sobre o mecanismo pelo qual o MTX inibe o

crescimento de células de GBM.

3.2 Objetivos especificos

[) Avaliar a expressédo da enzima 5’NT/CD73 e a viabilidade celular, em células de
GBM e linfécitos periféricos (total e subpopulagcbes de linfocitos), apos o tratamento

com concentracdes plasmaticas de farmacos anti-inflamatorios;

II) Avaliar a expressédo da enzima 5’NT/CD73 e a viabilidade celular em células de
GBM, ap6s o tratamento com concentracdes citotoxicas de farmacos anti-

inflamatorios;

[lI) Avaliar um possivel papel intracelular da adenosina no efeito antiproliferativo
apresentado pelo MTX, em células de GBM;

IV) Avaliar o papel extracelular da alta concentragdo de adenosina, no efeito
antiproliferativo apresentado pelo MTX, em células de GBM;

V) Avaliar o papel intracelular e extracelular da adenosina no efeito citotdxico
apresentado pelo MTX, em células de GBM apés co-cultura com linfocitos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), soro fetal bovino (SFB),
Fungizona®, penicilina/estreptomicina e solucao de tripsina/EDTA 5% foram obtidas
da Gibco (EUA). Dimetilsulfoxido (DMSO), ABT-702 (4-Amino-5- (3-bromofenil) -7- (6-
morfolinopiridin-3-il) pirido (2,3-d) pirimidina), AMP, APCP (Adenosina 5 '- (a, B-
metileno) difosfato), dipiridamol (DIP), MTT (brometo de (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difenil tetrazolium) e corante trypan blue foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA). MTX
foi fornecido da Pharma Nostra (Brasil). Nimesulida, naproxeno, meloxican foram
obtidos da All Chemistry (Brasil). Cetoprofeno, acido acetil salicilico e diclofenaco de
sédio, da SM empreendimentos (Brasil). Piroxican da Galena (Brasil), paracetamol da
Genix (Brasil) e ibuprofeno da Valdequimica (Brasil). MTS foi obtido da Promega
(EUA). Os anticorpos primarios de ratos anti-CD73 obtidos da ectonucleotidases
antibodies (disponivel em htttp://ectonucleotidases-ab.com). Anticorpos secundarios
de ratos conjugados- FITC da Invitrogen (EUA). Os anticorpos conjugados CD3*CD4",
CD3*CD8* e CD4*CD25M"d" obtidos da BD Biosciences (EUA). Todos os outros
reagentes utilizados nesse trabalho possuem grau analitico.

4.2 Cultura de células

A linhagem de GBM de rato C6 obtidas da American Type Culture Collection
(ATCC, USA) foi cultivada em frascos de cultura e mantidas em meio DMEM (pH 7,4),
contendo antibiéticos penicilina/estreptomicina 0.5 U/ml, e suplementadas com 5% de
soro fetal bovino (SFB), e mantidas em incubadora a 37°C, com 95% de umidade

relativa e 5% de COa..

4.3 Isolamento de linfécitos mesentéricos

O isolamento dos linfocitos mesentéricos de ratos Wistar adultos, foi realizado

conforme ja descrito (Scherer et al., 2012) e com aprovacao do comité de ética da
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Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Protocolo # 26389). Os ganglios linfaticos
mesentéricos foram removidos e dissociados através de uma malha metélica em
solucéo salina 0,9% e filtrados com malha de 40 uM. As células foram lavadas trés

vezes com a solucéo salina e centrifugadas a 1200 rpm, por 10 minutos.

4.4 Avaliacéo da viabilidade celular

4.4.1 Viabilidade celular com trypan blue

No final dos tratamentos, o meio de cultivo foi removido e as células C6, aderidas
a placa de 24 pogos, foram lavadas com 100uL de tampéo fosfato-salino. Apés, as
células C6 foram soltas da placa por tripsinizacéo (adicdo de 100 uL de tripsina/EDTA
5% por poco e neutralizacdo com 200 uL de DMEM 5%). Para andlise da viabilidade
dos linfécitos mesentéricos ndo foi necesséaria a etapa de tripsinizacdo, pois séo
células em suspensédo. Adicionou-se 10 puL do corante trypan blue a 30 yL do meio
contendo células C6 ou linfocitos mesentéricos. Apos, foi realizada contagem das
células ndo coradas em camara de Neubauer. O trypan blue marca apenas células
mortas, cujas membranas estdo danificadas, enquanto que, as células viaveis,
permanecem ndo coradas. Desta forma, o percentual de células ndo coradas, em
relacdo ao controle (células ndo expostas ao tratamento), representa o indice de

células viaveis (Walum et al.,1990).

4.4.2 Viabilidade celular pelos métodos MTS e MTT

Para analise da viabilidade celular pelo método MTS, ao final dos tratamentos,
foi adicionado 20 pL da solugéo do kit MTS a cada poco (placa de 96 pocos) e incubou-
se a placa por 2 horas a 37°C, com 95% de umidade relativa e 5% de CO2. Apos 2
horas de incubacéo, foi realizada a leitura da absorbancia em comprimento de onda

igual a 490 nm.

O kit MTS é um meétodo colorimétrico de quantificacdo de células viaveis. Este
método se baseia na reducdo do composto MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-
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carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium) por células viaveis, gerando um
produto formazan cromogénico, solivel em meio de cultura. Este processo € realizado
por enzimas desidrogenases, que sdo enzimas mitocondriais, presentes em células
viaveis. A mudanca de coloracdo do meio reflete diretamente a atividade celular,
podendo ser quantificado através da medida da absorbéncia, em comprimento de
onda igual a 490 nm.

Para o método do MTT, no final dos tratamentos, foi removido o meio de cultivo.
As células aderidas a placa (células C6 viaveis), foram lavadas duas vezes com 100
ul de tampéo fosfato-salino. Apds remocéo do tampéo fosfato-salino, adicionou-se, a
cada poco, 90 pl de meio de DMEM 5% e 10 pyl de MTT (brometo de (3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium) (5 mg mL?). As células foram incubadas por
2 horas, a 37°C. Ap0s o tempo de incubacao, a solucao foi removida, permanecendo
o precipitado formado. Um total de 100 pl de DMSO foi adicionado a cada poco, e a

absorbancia foi lida em comprimento de onda de 570 e 630 nm.

O principio do método MTT é semelhante ao MTS. Visto que, ambos sdo
métodos colorimétricos, baseados na reducdo de um composto formazan por enzimas
mitocondriais. Esse método € preferivel em relagdo ao MTS quando precisamos
remover o sobrenadante, como no caso da co-cultura entre células de GBM e

linfocitos, descrita abaixo.

4.5 Anélise da expressao da enzima 5’NT/CD73 em células de GBM e linfécitos

Apos o tratamento, as células de GBM C6 foram soltas da placa de 24 pocos por
tripsinizacdo (adicdo de 100 pL de tripsina/EDTA 5% por poco e neutralizacdo com
200 yL de DMEM 5%) e centrifugadas a 1200 rpm, por 6 minutos. O meio de cultivo
contendo os linfocitos mesentéricos tratados (linfécitos ndo aderem a placa), foi
centrifugado por 1200 rpm durante 6 minutos. Apos centrifugacao, as células C6 e os
linfécitos, de forma independente, foram suspensos no tampéo de marcacao (TM, 2%
SFB em PBS) contendo o anticorpo primario para 5’NT/CD73, em volume de
100 plL/tubo, e incubados por 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente a

incubacgéo do anticorpo primario, as células foram lavadas duas vezes com TM (adicao
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de 1ml de TM e centrifugagdo a 1200 rpm por 6 minutos). As células C6 e os linfdcitos
foram incubados com o anticorpo secundario anti-rabbit conjugado a FITC, por 30
minutos na auséncia de luz. As marcacdes com anticorpos para CD3*CD4* (
conjugado a APC), CD3*CD8* (conjugado a PerCP) e CD4*CD25"9" (conjugado a PE),
para distincdo de linfocitos T, foram concomitantes a marcagcdo com anticorpo
secundéario FITC para 5NT/CD73, nos linfocitos mesentéricos. Posteriormente a
incubacéo, as células foram lavadas duas vezes com TM, para retirada dos anticorpos
gue néo se ligaram ao antigeno. A aquisicdo dos resultados da analise da expressao
da 5’NT/CD73 em células de GBM C6 foi feita através de citdbmetro FACS Calibur,
equipado com um software CellQuest® e a analise através de FLOWJO® software.
Para aquisicdo dos resultados da expressdao da 5NT/CD73 no total e nas
subpopulac¢des de linfocitos periféricos foi utilizado citométro BD Accuri ™ C6 Plus

equipado a BD Accuri ™ C6 Plus software.

4.6 Tratamentos das células de GBM e linfécitos
4.6.1Tratamento das células com anti-inflamatoérios

Linfécitos mesentéricos e células de GBM C6 foram semeados, de forma
independente, em placas de 24 poc¢os. Ambos tipos celulares, foram expostos as
concentracfes plasmaticas dos farmacos metotrexato, naproxeno, piroxicam,
meloxicam, ibuprofeno, diclofenaco de sédio, acido acetil salicilico, paracetamol,
nimesulida e cetoprofeno (Tabela 1), por 48 horas. Sob as mesmas condi¢des de
cultivo, células C6 foram expostas as concentracfes citotoxicas dos farmacos anti-
inflamatorios (Tabela 1), por 48 horas. DMSO (solvente utilizado para diluicdo dos
farmacos) foi utilizado como controle. Apés 48 horas de tratamento, foi realizada
analise da viabilidade celular utilizando o corante trypan blue e analise da expressao

da enzima 5’NT/CD73 como descrito acima.
4.6.2 Avaliacao do papel intracelular da adenosina apés tratamento com MTX

Em placas de 24 pocos, foram semeadas células de GBM C6. Apds atingirem
confluéncia adequada, as células foram expostas a 10 uM de dipiridamol (DIP, inibidor

do transporte de adenosina para o meio intracelular) e a 0,1 uM de ABT-702 (inibidor
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da adenosina cinase), 30 minutos antes do tratamento com 1 uM de MTX. As células
também foram tratadas somente com DIP, ABT-702 e DMSO. Apés 24 e 48 horas de
exposicdo ao tratamento, foi avaliada a viabilidade celular, utilizando o corante trypan
blue, como ja descrito.

Tabela 1. Concentracdes plasméticas e citotoxicas dos farmacos anti-inflamatorios.

Composto Concentracgdes plasmaticas Concentrag6es citotoxicas
Metotrexato 1uM 1uM
Naproxeno 400 puM 2mM
Piroxicam 20 uMm 1 mM
Meloxicam 5 uM 500 uM
Ibuprofeno 100 uM 1mM
Diclofenaco de sédio 5uM 500 uM
Acido Acetil salicilico 1500 pM 3mM
Paracetamol 200 pM 1 mM
Nimesulida 20 uM 500 puM
Cetoprofeno 50 uM 3mM

Fontes: Medscape, Drugs.com, Base de dados Micromedex, referéncias bibliogréaficas do trabalho.

4.6.3 Avaliacdo do papel intracelular e extracelular da adenosina apoés

tratamento com MTX na presenca e na auséncia de linfécitos

Células C6 foram semeadas em placas de 96 pocos. Apds adquirirem
confluéncia adequada, foram tratadas com DIP, ABT-702, APCP (inibidor competitivo
da enzima CD73) e cafeina (inibidor ndo seletivo de receptores P1 de adenosina)
isoladamente ou em combinacdo com MTX (Tabela 2). Além disso, foi analisado o
efeito da adicdo de 20 uM AMP ao tratamento. A viabilidade celular foi avaliada pelo
método MTS, conforme descrito anteriormente. Alternativamente, para aproximar o
modelo in vitro do microambiente tumoral, adicionamos linfécitos aos pocos
(5x10%/pogo), em co-cultura entre células C6 e linfécitos, seguindo os mesmos
tratamentos descritos na tabela 2. Para essa abordagem quantificamos a viabilidade
das células C6, excluindo os linfécitos com lavagens, pelo método do MTT, conforme

descrito acima.
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Tabela 2. Concentracdes dos inibidores e MTX utilizadas no tratamento de células de

GBM C6, por 24 e 48 horas.

Composto Combinacgdes
DMSO -
MTX 1 pM
DIPIRIDAMOL (DIP) 5 UM
DIP + MTX 5 uM de DIP + 1 uM de MTX
ABT-702 (ABT) 0,1 uM
ABT + MTX 0,1 pM de ABT + 1 uM de MTX
APCP 10 uM
APCP + MTX 10 uM de APCP + 1 pM de MTX
CAFEINA (CAF) 30 pM
CAF + MTX 30 uM de CAF + 1 uM de MTX

4.7 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas no software GraphPad Prism® 5.0 para

Windows (GraphPad, San Diego, CA, USA). Foi utilizado o teste de analise de

variancia (ANOVA) de uma via (seguido do poés-teste de Tukey) e de duas vias

(seguido de teste de Bonferroni). Os resultados foram expressos como média = desvio

padrao (D.P). Foi considerada significancia estatistica com valores menores a 0,05

(p< 0,05), em um intervalo de confianca de 95%.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da viabilidade celular e expressao da 5’NT/CD73 em linfécitos
mesentéricos apos o tratamento com anti-inflamatorios

Os linfocitos mesentéricos foram tratados com as concentracdes plasmaticas
dos farmacos anti-inflamatoérios (Tabela 1 da metodologia), por 48 horas. Apds o
tratamento, foi realizada analise da viabilidade celular, utilizando o corante trypan blue.
De uma forma geral, nenhuma alteragdo da viabilidade celular foi significativa em
relacdo ao grupo veiculo (DMSO) nas concentracfes plasmaticas. Os farmacos
piroxican e diclofenaco levaram a um leve aumento no nimero de células viaveis,
enquanto que, naproxeno e AAS levaram a uma leve diminuicdo da quantidade de

linfocitos viaveis (Figura 1A).

Foi realizada andlise da expressao da 5’NT/CD73, por citometria de fluxo, nos
linfécitos totais e nas sub populacdes: CD3*CD4*, CD3*CD8* e CD4*CD25Md9", Os
resultados obtidos demonstram que nenhum dos farmacos, nas concentracfes
plasmaticas, alterou a expressao da enzima em comparacdo ao controle DMSO.
Aproximadamente 60 % dos linfocitos totais (Figura 1B), 70% dos linfécitos
CD3*CD4* (Figura 1C), 40 % dos linfécitos CD3*CD8* (Figura 1D) e 60 % de
linfécitos CD4*CD25"9" (Figura 1E) expressam a 5’NT/CD73 em suas superficies,
apos tratamento com DMSO ou com as concentracdes plasmaticas dos anti-

inflamatorios.

5.2 Avaliagao da viabilidade celular e expressdo da 5’NT/CD73 apés tratamento

das células de GBM com anti-inflamatérios (concentracdes plasmaticas)

Células de glioblastoma C6 foram semeadas em placas de 24 pocos. Apdés
atingirem confluéncia adequada, foram expostas as concentragdes plasmaticas dos
farmacos, por 48 horas. Posteriormente, foi realizada analise da viabilidade celular,
utilizando o corante trypan blue e andlise da expressédo da 5’NT/CD73 por citometria
de fluxo. Nas concentracdes plasmaticas dos anti-inflamatérios, apenas o MTX
reduziu significativamente a porcentagem de células C6 viaveis (18,12 + 2,23 % de
células viaveis), em comparagdo ao controle DMSO (109,00 + 12,79 % de células

viaveis) (Figura 2A). O tratamento com as concentragdes plasmaticas dos AINEs, ndo
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alterou a expressdo da enzima 5NT/CD73 nas células de GBM. Conforme
previamente publicado por nds, o tratamento com MTX levou ao aumento da

expressao da enzima (Figura 2B).

Figura 1. Tratamento de linfocitos mesentéricos com concentracdes plasmaticas dos

farmacos anti-inflamatérios por 48 horas.
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A viabilidade celular dos linfocitos foi analisada por contagem utilizando o corante trypan blue (A) (n=2).
A expressédo da 5’NT/CD73 em linfdcitos totais (B), linfocitos CD3+CD4+ (C), linfocitos CD3+CD8 + (D)
e linfécitos CD4+CD25+ (E), foi analisada por citometria de fluxo (n=2). Os resultados estdo expressos

como média + DP.
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5.3 Avaliagao da viabilidade celular e expressao da 5’NT/CD73 apds tratamento

das células de GBM com anti-inflamatoérios (concentracdes citotoxicas)

Considerando que as concentracfes plasmaticas dos farmacos néo levaram a
reducdo da viabilidade celular (com exce¢do do MTX), avaliou-se a o efeito de
concentracgdes citotoxicas sobre a expressao da 5’NT/CD73 em células de GBM. As
concentracfes citotoxicas utilizadas reduziram significativamente a viabilidade das
células C6, em relacdo ao controle DMSO (Figura 2C). Os AINEs em estudo, em
concentracdes citotoxicas, ndo alteraram significativamente a expressédo da enzima
5’'NT/CD73 nas células de GBM. Somente o MTX levou a um aumento significativo da
expressdo da 5’NT/CD73 nas células C6 (453,80 £48,90 MFI), em comparacao ao
controle DMSO (250,30+ 24,47 MFI) (Figura 2D).

Figura 2. Tratamento de células C6 com concentracdes plasmaticas e citotoxicas dos
farmacos anti-inflamatérios por 48 horas.
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A viabilidade das células C6 tratadas com as concentragfes plasmaticas (n=3) (A) e, com as
concentragdes citotdxicas dos farmacos (n=3) (C), foi analisada utilizando o corante de excluséo trypan
blue. Analisou-se a expressdo da 5NT/CD73 nas células, ap0s tratamento com concentracdes
plasmaticas (n=2) (B) e concentracdes citotoxicas (n=4) (D) dos farmacos, por citometria de fluxo,
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expressa em intensidade média de fluorescéncia (MFI, mean fluorescence intensity). Os resultados
estao expressos como média + DP, p <0,01 (**) e p < 0,001 (***).

5.4 Avaliacédo do papel intracelular e extracelular da adenosina apo6s tratamento
com MTX

Células C6 foram tratadas com 0,1 puM de ABT-702 (inibidor da adenosina
cinase) e 10 uM de DIP (inibidor do transportador de adenosina para o meio
intracelular) na presenca ou ndo de 1 uM de MTX. Apos 24 e 48 horas de exposicao
ao tratamento, foi realizada andlise da viabilidade celular com trypan blue. O
tratamento das células C6, somente com ABT-702 e DIP, por 24 e 48 horas, ndo
alterou significativamente a porcentagem de células C6 viaveis, em comparagao ao
controle DMSO (Figura 3). O MTX, como ja esperado, em ambos os tempos reduziu
significativamente a viabilidade celular, em comparagcdo ao controle DMSO. O
tratamento com DIP e ABT-702, anterior a adicdo do MTX, ndo alterou o poder

citotoxico do MTX sob as células de GBM (Figura 3).

Figura 3. Tratamento das células com ABT-702, DIP e MTX por 24 e 48 horas.
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Células C6 foram tratadas com 1uM de MTX por 24 horas (n=3) (A) e 48 horas (n=3) (B), com ou sem
a exposicao prévia de 0,1 uM de ABT-702 e 10 pM de DIP. Foi realizada andlise da viabilidade celular
por contagem, com trypan blue. Os resultados estdo expressos como média + DP, p <0,01 (**) e p <
0,001 (**%).

Para confirmar os resultados do papel intracelular e avaliar o papel extracelular

da adenosina apdés tratamento com MTX, células C6 cultivadas em placas de 96
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pocos, foram tratadas com 100 uM de ABT-702, 10 uM de APCP, 30 uM de cafeina e
5 uM de DIP, na presenca ou ndo de 1 uM de MTX. Além disso, considerando que
células tumorais estdo expostas a concentracdes maiores de adenosina extracelular
em um microambiente tumoral, avaliou-se a influéncia da adicdo de 20 uM de AMP,
substrato da enzima 5’NT/CD73, ao tratamento. Em estudos prévios, realizados pelo
nosso laboratério, mostramos que células C6 superexpressam a enzima 5’NT/CD73
em suas superficies (Bavaresco et al., 2008). Deste modo, ao adicionar excesso de
AMP, a enzima 5’NT/CD73 (enzima que hidrolisa AMP a adenosina), geraria uma
maior quantidade de adenosina no meio. Apos 24 e 48 horas de tratamento, foi
realizada analise da viabilidade celular pelo método colorimétrico MTS. O MTX reduziu
significativamente a viabilidade das células de GBM, em comparacdo ao controle
DMSO. Nenhum dos inibidores testados alterou o efeito antiproliferativo do MTX, apos
24 horas (Figura 4A) e 48 horas (Figura 4B) de tratamento. Nao ocorreu diferenca
significativa na viabilidade das células, expostas a maiores concentracdes de AMP,
em comparacao as células que ndo foram expostas a esse nucleotideo de forma

exdégena (Figura 4).

Figura 4. Tratamento de células C6 com os inibidores, MTX e AMP por 24 e 48 horas.
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Analise das células de GBM C6 viaveis, pelo método MTS, apés tratamento com 1uM de MTX por 24
horas (A) e 48 horas (B), com ou sem exposicdo prévia de 5 uM de DIP; 0,1 uM de ABT-702; 10 uM
de APCP e 30 uM de cafeina. Além disso, foi avaliado o efeito de 20 uM de AMP sobre o tratamento.
Os resultados estao expressos como média + DP de trés experimentos independentes (n=3) realizados
em duplicata, p < 0,001 (***).
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Além disso, para tentar aproximar nosso modelo ao microambiente tumoral, foi
avaliada a influéncia da co-cultura de células C6 com linfécitos mesentéricos, apos o
tratamento com os inibidores, MTX e AMP, por 24 e 48 horas. Apés o tratamento, foi
analisada a viabilidade das células C6 pelo método colorimétrico MTT. No tratamento
de 24 horas, ndo ocorreu diminuicdo significativa da viabilidade das células, até
mesmo das células expostas ao MTX (Figura 5A). Mostrando que a co-cultura com
linfocitos, afetou o efeito antiproliferativo do MTX, pois, na mesma concentracdo e
tempo de tratamento, o MTX reduziu significativamente a viabilidade das células C6
(Figura 4). Ap6s 48 horas de exposicdo ao tratamento, o MTX reduziu
significativamente a porcentagem de células C6 viaveis (32,821 2,742 % de células
viaveis) em relacdo ao controle DMSO (98,10 £3,278 % de células viaveis). O
tratamento prévio da co-cultura com os inibidores, mais uma vez, nao alterou o efeito
antiproliferativo apresentado pelo MTX. A adicdo de AMP também néo levou a
alteracbes na viabilidade das células, nem mesmo na presenca de linfocitos

mesentéricos (Figura 5B).

Figura 5. Tratamento da co-cultura de células C6 e linfécitos mesentéricos com 0s
inibidores, MTX e AMP por 24 e 48 horas.

[ Sem AMP ] Sem AMP
M Com AMP

Hl Com AMP

150 150

100 100

50

Viabilidade celular (Células C6) %
Viabilidade celular (Células C6) %

0:

O Q v Q 3 O Q v Q 3
B e e SN Sr
Ky & & XRE & &

& v Y v
7‘0

Andlise da viabilidade de células C6, pelo método MTT, apés tratamento da co-cultura de células C6 e
linfécitos periféricos. A co-cultura das células, foi tratada com 1uM de MTX por 24 horas (n=3) (A) e 48
horas (n=4) (B), com ou sem exposi¢ao prévia de 5 uM de DIP, 0,1uM de ABT-702, 10 uM de APCP e
30 pM de cafeina. Além disso, foi avaliado o efeito de 20 uM de AMP sobre o tratamento. Os resultados

estéo expressos como média £ DP, de experimentos independentes, realizados em duplicata, p < 0,001

(***) i
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6. DISCUSSAO

O glioblastoma multiforme € o tumor primario mais maligno e comum do SNC.
Apesar dos intensos esforgos, ainda ndo existe cura para esta neoplasia (Butowski et
al., 2006). Diversos fatores contribuem com este quadro, incluindo: localizacdo do
tumor, alto grau de invasividade aos tecidos adjacentes, presenca da BHE e alta
complexidade histolégica. Além disso, a baixa compreenséo da fisiopatologia desta
doenca, € um dos fatores limitantes ao tratamento (Louis et al., 2007, Behin et al.,
2003). A presenca do infiltrado inflamatério no microambiente desta neoplasia esta

diretamente relacionado ao grau de malignidade (Watters et al., 2015).

Sabe-se que a inflamacdo proporciona um microambiente com condi¢cdes
favoraveis ao crescimento de GBM e de outras neoplasias. O papel de anti-
inflamatorios, neste contexto, vem sendo amplamente investigado. Diversos farmacos
anti-inflamatérios apresentaram potencial efeito antiproliferativo em modelos de
neoplasias. Como exemplo o cetropofeno, um AINE néo seletivo para COX-2,
administrado na forma de nanocapsulas, reduziu o crescimento tumoral e, diminuiu as
caracteristicas malignas de GBM implantado em cérebros de ratos. Além disso, foi
demonstrado que este farmaco, em solugcdo ou em nanocdpsulas, aumentou a
atividade das E-NTPDases e diminuiu a atividade da adenosina deaminase, em
linfécitos de ratos. Foi sugerido que a modulacao dessas enzimas, pelo cetoprofeno,
contribui com o aumento dos niveis de adenosina, e assim, pode estar contribuindo
com a reducao da inflamacédo relacionada ao cancer e, reducdo do crescimento

tumoral (Silveira et al., 2013).

Nosso grupo de pesquisa tem estudado o efeito de farmacos anti-inflamatérios
no crescimento neoplasico e sua relagdo com o sistema adenosinérgico. Por exemplo,
a indometacina, um AINE néo seletivo para COX-2, apresentou efeito antiproliferativo
em linhagens de GBM, relacionado ao aumento da expressao da enzima 5’NT/CD73
(Bernardi et al., 2007). A 5’NT/CD73 é a principal enzima responséavel pela producéo
de adenosina no meio extracelular a partir dos nucleotideos de adenina (Zimmermann,
2000). Desta forma, a hipotese apresentada, € que a indometacina, ao aumentar a
expressdo da 5’NT/CD73, gera um aumento da producdo de adenosina no meio
extracelular, a qual exerce seus efeitos via ligacdo a receptores As (Bernardi et al.,

2007). Além disso, a dexametasona, um anti-inflamatério da classe dos
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corticosteroides, também reduziu o crescimento de células de GBM e aumentou a
expressdo da 5NT/CD73 nestas células. Entretanto, nesse trabalho, ndo se
demonstrou a relacdo entre aumento de adenosina e crescimento celular em termos

de mecanismo (Bavaresco et al., 2007).

O MTX, na forma de nanocapsulas lipidicas (MTX-LNCs), reduziu o volume
tumoral e aumentou a expressdo da enzima 5NT/CD73 em modelos de GBM
implantados em cérebro de ratos. Foi verificado, que o aumento geral da expressao
da 5’NT/CD73 no microambiente de GBM, € resultado do aumento da expressao desta
enzima na superficie de células de GBM e também, nas superficies de linfocitos
CD3+CD4+ e CD3+CD8+. Mostrando que o aumento da expressao da 5’NT/CD73,
em diferentes células do microambiente de GBM, pode levar a producado de elevados
niveis de adenosina no tecido tumoral, que por sua vez, ja possui concentracdes
supra-fisolégicas deste nucleosideo (Figueird, 2016; Wink et al., 2003). A hipotese
apresentada € que o aumento dos niveis de adenosina, proporcionado pelo MTX, gera
supressdo das células do sistema imune presente no microambiente, incluindo os
linfécitos T regulatérios, os quais, apresentam importante papel na progressao do
GBM. Ao suprimir a acdo dos linfocitos T regulatérios, outras células T efetoras
poderiam estar sendo recrutadas para o combate do tumor. Contribuindo, pelo menos
em parte, com a diminuicdo do tamanho tumoral vista apos tratamento com MTX-
LNCs (Figueiro et al., 2015; Figueiro et al., 2016).

Com base nessas informacdes, o presente estudo buscou avaliar a expresséo
da 5’NT/CD73, em células de GBM C6 e em linfocitos periféricos, apés exposicao ao
MTX e anti-inflamatorios da classe dos ndo esteroidais (AINES): naproxeno, piroxicam,
meloxicam, ibuprofeno, diclofenaco de sdédio, acido acetil salicilico, paracetamol,
nimesulida e cetoprofeno. O tratamento com os farmacos, em concentracdes
plasmaticas, ndo afetou a viabilidade dos linfécitos totais (Figura 1 A). Nem mesmo o
MTX, um farmaco conhecido pela seu efeito antiproliferativo, foi capaz de reduzir a
viabilidade dos linfocitos. Isso acontece porque o MTX atua principalmente em células
gue estdo em crescimento exponencial, tais como as células de cancer (Huennekens
et al., 1994). De fato, o tratamento com MTX reduziu significativamente a viabilidade
das células de GBM C6. Os AINEs em suas concentracfes plasmaticas nédo afetaram
a viabilidade das células C6 (Figura 2 A).
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Os farmacos anti-inflamatoérios, em suas concentracdes plasmaticas, nao
alteraram a expressao da enzima 5NT/CD73, em células de GBM, assim como no
total de linfocitos e subpopulacdes de linfécitos T (linfocitos CD3*CD4*, CD3*CD8* e
CD4*CD25M"9") (Figura 1 e 2A). Nos estudos prévios, o MTX, em nanocapuslas
lipidicas, aumentou a expressdo da 5NT/CD73 na superficie dos linfocitos do
microambiente tumoral (Figueird et al., 2016). Entretanto, os resultados obtidos no
presente estudo in vitro, mostraram que o MTX n&o modulou a expressao da enzima

5’'NT/CD73 na superficie dos linfocitos periféricos (Figura 1).

Levando em consideracdo que as concentracdes plasmaticas dos AINES nao
diminuiram significativamente o crescimento das células C6 apds tratamento e que
nos estudos prévios sobre a indometacina e dexametasona a alteracdo da expressao
da 5’NT/CD73 em células de GBM foi verificada nas concentragfes citotdxicas dos
farmacos, buscamos avaliar o efeito das concentrag@es citotoxicas dos farmacos anti-
inflamatorios na expressdo da 5’NT/CD73 em células de GBM C6. O tratamento com
as concentracdes citotoxicas destes farmacos reduziu o crescimento de células de
GBM C6, entretanto, nenhum farmaco, além do MTX, foi capaz de alterar
significativamente a expressao da enzima 5’NT/CD73 (Figura 2D).

O aumento dos niveis de adenosina pelo MTX é amplamente investigado. Sabe-
se que o efeito anti-inflamatério do MTX estad relacionado ao aumento deste
nucleosideo no meio extracelular (Cronstein et al., 1993). A adenosina extracelular se
liga aos receptores de adenosina P1 (receptores A1, A2a, Azs e As) desempenhando
uma série de efeitos intracelulares. A ligacdo aos receptores P1 esta relacionada a
regulacdo da inflamacdo e imunossupressdo (Montesinos e Crostein, 2001,
Bavaresco et al. 2008). Foi demonstrado que os receptores A2a e Az Sao requeridos
para o efeito anti-inflamatério do MTX em modelo in vivo de artrite reumatoide.
Mostrando que o aumento dos niveis de adenosina, gerado pelo MTX, exerce
importante papel via ligacdo aos receptores adenosinérgicos P1 ( Montesinos et al.,
2003).

O presente estudo buscou entender o papel do sistema adenosinérgico sobre o
efeito citotoxico do MTX em células de GBM C6. Primeiramente, buscamos avaliar o
papel da adenosina intracelular sobre o efeito antiproliferativo do MTX. Para isso,
tratamos as células C6 com dipiridamol (inibidor do transportador de nucleosideos,

incluindo a adenosina, para o meio intracelular) e ABT-702 (inibidor da adenosina
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cinase) 30 minutos antes da exposi¢cdo ao MTX. O objetivo de associar DIP ou ABT-
702 ao tratamento com MTX, era avaliar se os inibidores reverteriam, pelo menos em

parte, o efeito citotoxico do MTX.

O tratamento das células com DIP, ao bloquear o captacéo de adenosina para o
meio intracelular, permite avaliar o papel da adenosina intracelular (adenosina
captada) sobre a morte das células tumorais. Consequentemente, esta inibicdo leva
ao aumento dos niveis de adenosina no meio extracelular (Wang et al., 2013). O
tratamento das células de GBM somente com DIP néo alterou a viabilidade das
células. A exposicao das células a DIP, 30 minutos antes do tratamento com MTX,
nao alterou significativamente o efeito citotoxico do farmaco. Esses resultados
mostram que o efeito citotdéxico do MTX em células de GBM C6 nao estéa relacionado

a captacdo de adenosina pelas células, nas condi¢cdes experimentais testadas.

A conversdao intracelular de adenosina a AMP pela adenosina cinase € uma
reacdo enzimatica fundamental para o controle dos niveis de adenosina (Boison,
2013). A inibicdo da adenosina cinase, pelo ABT-702, demonstrou reduzir o estado
inflamatério em modelo de artrite reumatoide. A hip6tese apresentada é que o efeito
anti-inflamatorio visto é relacionado ao aumento de adenosina no meio extracelular e
ligacdo da adenosina aos receptores de adenosina P1 (Boyle et al., 2000). O aumento
de adenosina no meio intracelular, pela inibicdo da adenosina cinase, pode levar ao
aumento de adenosina no meio extracelular através de gradiente de concentracéo
e/ou exocitose (Morabito et al., 1998). No contexto de neoplasias o papel da adenosina
cinase depende do tipo de neoplasia (Tsuchiya et al., 2012). Estudos realizados em
células de cancer de mama e células de cancer cervical, demonstraram que os efeitos
citotéxicos da adenosina podem estar relacionados a conversdo de adenosina a AMP
(pela adenosina cinase), sendo esta conversao, uma das etapas que levam a ativacao
da via apoptoética (Hashemi et al., 2005; Mello et al., 2014). Deste modo, o tratamento
das células de GBM C6 com ABT-702, 30 minutos antes da exposi¢cdo ao MTX,
poderia diminuir a porcentagem de células que sofrem apoptose, e assim reduzir, pelo
menos em parte, o efeito antiproliferativo do MTX. Entretanto, o tratamento prévio com
ABT-702 ndo gerou nenhuma diferenca significativa no efeito citotoxico do farmaco,

mostrando n&o agir por esse mecanismo molecular (Figura 3).

Para confirmagéo dos resultados obtidos em relacdo ao papel intracelular da

adenosina e, para avaliagdo do papel extracelular da adenosina sobre o efeito
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citotéxico do MTX, células C6 foram tratadas com DIP, ABT-702, APCP (inibidor
competitivo da ecto-5-nucleotidase/CD73), da cafeina (antagonista ndo seletivo dos
receptores P1 de adenosina) em associacdo ou ndo com MTX. Outra variavel nesse
experimento foi a avaliacdo do efeito da adicdo de 20 uM de AMP ao tratamento. O
AMP é rapidamente degradado a adenosina em células de GBM C6, devido a alta
expressdo da enzima 5’NT/CD73 na superficie destas células, como demonstrado

previamente pelo nosso grupo (Figueir6 et al., 2016; Bavaresco et al., 2008).

As metilxantinas, encontradas em diversos medicamentos e alimentos, séo
conhecidas por antagonizar, de forma nao seletiva, os receptores de adenosina
(Stiles, 1997). Dentre elas, a teofilina, descrita como antagonista dos receptores Az,
A2a e Azs e, a cafeina, descrita como antagonista de todos receptores de adenosina
(antagonista ndo seletivo dos receptores P1 de adenosina) (Ji et al., 1994; Jacobson
e Rhee, 1997). Ambas metilxantinas, demostraram reduzir a atividade anti-inflamatoria
do MTX, em um estudo realizado in vivo de artrite reumatoide. Isoladamente, a
teofilina e a cafeina ndo causaram nenhuma mudanca significativa no estado
inflamatério (Montensinos et al., 2000). No presente estudo, o tratamento das células
C6 com cafeina ndo afetou a viabilidade das células C6. Além disso, a cafeina ndo
alterou o efeito antiproliferativo do MTX, mostrando que, a inibicdo nao seletiva dos
receptores de adenosina P1 (receptores A1, Az2a, Azs e Asz), ndo altera o efeito citotoxico
do MTX (Figura 4). Em outras palavras, na condicdo testada, os resultados
demonstram que a inibicdo do crescimento das células neoplasicas C6 ndo esta

relacionada a ligacao da adenosina aos seus receptores, na superficie destas células.

O aumento da adenosina no meio extracelular, promovido pelo MTX, esta
vinculado a hidrdlise dos nucleotideos de adenina no meio extracelular. Montesinos et
al. (2007) demonstraram que camundongos deficientes da enzima 5NT/CD73,
apresentaram menores niveis de adenosina apds tratamento com MTX, em
comparacao aos camundongos do tipo selvagem (camundongos nao deficientes de
5’NT/CD73). Tendo em vista que a 5’NT/CD73 € a principal enzima responsavel pela
regulacdo dos niveis de adenosina no meio extracelular, o tratamento das células com
APCP pode levar a uma reducédo dos niveis de adenosina no meio extracelular. Em
modelo de inflamacdo, o tratamento com APCP reverteu o efeito anti-inflamatorio
apresentado pelo MTX (Morabito et al., 1998). No presente estudo, o tratamento das

células de GBM C6 com APCP, e possivel redugcédo de adenosina no meio, ndo alterou
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o efeito citotoxico do MTX, apos 24 e 48 horas de tratamento (Figura 4). O tratamento
das células de GBM C6 somente com APCP néo reduziu a viabilidade das células C6
de GBM.

O tratamento com AMP, como ja citado, poderia aumentar ainda mais 0s niveis
de adenosina no meio extracelular. Entretanto, o tratamento com AMP isoladamente
ou apos 30 minutos ao tratamento com DIP, ABT-702, APCP e MTX, nédo alterou
significativamente a viabilidade das células (Figura 4), mostrando que a adicéo
exogena de AMP, e conversdo a adenosina ao meio, ndo altera o efeito citotoxico do
MTX.

Estudos in vitro utilizando somente células neoplasicas, possuem grandes
limitagBes, por ndo representarem a complexidade de um microambiente neoplésico.
O microambiente de GBM é composto por grande variedade histoldgica, apresentando
variados tipos celulares, incluindo células neoplasicas em proliferacédo e células do
sistema imune, tais como os macréfagos e os linfécitos (Solinas et al., 2009; Balkwill
e Coussens, 2004). Com base nisso, tentamos aproximar nosso modelo de estudo ao
microambiente tumoral, através da co-cultura das células C6 com linfocitos periféricos.
As condi¢cBes experimentais eram iguais ao do experimento anterior (experimento 4.6
da metodologia), com excecdo da adicdo dos linfocitos. Desta forma, foi possivel
comparar o efeito da co-cultura sobre a viabilidade das células, apds o tratamento com
DIP, APCP, ABT-702, AMP, cafeina e MTX. Vimos que apés 24 horas de tratamento,
o MTX e inibidores, ndo reduziram significativamente a viabilidade das células C6, que
foram cultivadas juntamente com linfocitos. Mostrando que apds 24 horas, os linfocitos
modularam este microambiente (Figura 5A). De fato, a presenca de grande
heterogeinidade celular no microambiente de GBM € um dos fatores relacionados a
falha terapéutica. Os farmacos muitas vezes se tornam ineficazes, devido a presenca
de células do sistema imune que sdo moduladas por um fenétipo pré-tumoral,
resultando em um complexo sistema proliferativo desenvolvido pelo tumores (Nieto-
Sampedro et al., 2011; Wen e Kesari, 2008). Isso pode explicar, pelo menos em patrte,
o motivo pelo qual o MTX néo reduziu a viabilidade das células C6 apds 24 horas.
Entretanto, apds um tempo mais prolongado (48 horas de tratamento), o MTX foi
capaz de reduzir significativamente as células C6 viaveis (Figura 5B). A adicao de
fonte exdgena de AMP também n&o alterou a viabilidade das células de GBM (Figura
5).
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7. CONCLUSAO

O objetivo inicial do presente estudo era avaliar a possivel modulagdo de
farmacos anti-inflamatorios, incluindo o MTX e representantes da classe dos AINES,
na expressdao da enzima 5NT/CD73 em células de GBM. Entretanto, nenhum
farmaco, além do MTX, demonstrou modular a enzima nas células de GBM. Com base
nesses resultados e nos resultados obtidos previamente pelo nosso grupo, decidimos
aprofundar o mecanismo adenosinérgico sobre o efeito citotoxico do MTX.

Os resultados obtidos foram contrarios a hipétese apresentada pelo nosso
grupo. A hip6tese, como ja mencionada, era que o efeito citotoxico apresentado pelo
MTX poderia estar diretamente relacionado ao aumento de adenosina no meio
extracelular, através do aumento da expressdo da enzima 5NT/CD73 nas células
neoplasicas e, em células do sistema imune presente no microambiente do GBM
(Figueiro et al., 2016).

Entretanto, o bloqueio da captacdo de adenosina para o meio intracelular
(utilizando DIP); a inibicdo da possivel via de apoptose (via inibicdo da adenosina
cinase intracelular, utilizando ABT-702); o aumento de adenosina no meio extracelular
(pelo tratamento com DIP e ABT-702 ou pela fonte exdgena de AMP); a diminuicao
da producédo de adenosina no meio extracelular (pela inibicdo da enzima 5’NT/CD73,
utilizando APCP); e inibicdo da ligacdo da adenosina aos seus receptores P1,
incluindo o receptor adenosinérgico Az (utilizando a cafeina), ndo provocaram
diferencas significativas no efeito antiproliferativo do MTX. Mostrando que, nas
condicbes testadas, o sistema adenosinérgico ndo exerce efeitos diretos na

citotoxicidade desencadeada pelo MTX em células de GBM C6.

Desta forma, sdo necessarios maiores estudos para entender o papel do sistema
adenosinérgico e do MTX no crescimento de GBM, incluindo estudos em modelo de
GBM in vivo, pois, como ja demonstrado pelo grupo, o MTX pode estar modulando
diversas células do microambiente tumoral e que indiretamente pode estar modulando
o0 crescimento do GBM. Portanto, considerando o presente estudo e os estudos
prévios do nosso grupo, a principal perspectiva desse trabalho é entender o
mecanismo pelo qual o MTX modula linfécitos Treg in vivo e a relacdo dessa

modulacado para o crescimento tumoral.
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