UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUDO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS:

BIOQUIMICA

DESENVOLVIMENTO DE NOVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS
PARA GLIOBLASTOMA ATRAVES DA NANOTECNOLOGIA E DA

MODULACAO DO SISTEMA IMUNE E SISTEMA PURINERGICO

FABRICIO FIGUEIRO

Orientadora: Dra. Ana Maria Oliveira Battastini

PORTO ALEGRE

2015



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUDO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS:

BIOQUIMICA

DESENVOLVIMENTO DE NOVAS ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS PARA
GLIOBLASTOMA ATRAVES DA NANOTECNOLOGIA E DA MODULACAO

DO SISTEMA IMUNE E SISTEMA PURINERGICO

FABRICIO FIGUEIRO

Orientadora: Dra. Ana Maria Oliveira Battastini

Tese Apresentada ao Programa de Pds-Graduacéo em Ciéncias Biologicas da UFRGS —

Bioquimica, como Requisito Parcial para Obtencdo do Grau de Doutor em Bioquimica.

PORTO ALEGRE

2015



Dedico

A todos que me apoiaram nessa jornada

Em especial:

Meus pais: Dilani e Ivoni

Meus padrinhos: Gilberto e Zila

Meus irmaos: Ana, Elisandro, Leandro e Sheila

Minha namorada: Mariana



“Inspiracdo existe, mas ela precisa te encontrar trabalhando.”

Pablo Picasso



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente aos meus pais, como sempre digo, tenho o privilégio de ter
quatro: a minha mae Ivoni que com muita garra criou e constituiu uma familia linda; ao
meu pai Dilani que, apesar dos poucos anos de convivéncia, ensinou-me valores para a
vida toda; aos meus padrinhos e também pais Gilberto e Zila por todo carinho e apoio

durante todos esses anos.

Aos meus irmaos Ana Carolina, Elisandro, Leandro e Sheila, por todos os momentos
especiais que passamos juntos ao longo de nossa historia. Por termos vencido junto

todas as dificuldades.

As minhas primas/irmas Karen, Karine e Katia por terem aceitado dividir comigo parte

de suas vidas, mesmo sem nenhuma obrigacao formal. Obrigado pelo carinho.
Agradeco também a meus familiares Figueird e Brozovitzki.

A minha namorada Mari por ser essa pessoa doce, querida, prestativa, sensata. Por
podermos compartilhar tantos momentos de alegria juntos. Obrigado inclusive por

entender essas inimeras horas em que ndo pude Ihe dar atencao!

Aos meus amigos de ljui, da faculdade, ou 0s que a vida me apresentou, que estdo
juntos nos momentos bons e ruins. A amizade de vocés foi e € fundamental para meu

crescimento como pessoa.

A minha orientadora Ana Battastini, pelo exemplo de profissionalismo, por ter a mente
aberta a novas ideias! Pela confianga e incentivo depositado que viabilizou esse

companheirismo que perdura nove anos em harmonia.



A professora Silvia Guterres e professora Adriana Pohlmann, pela disponibilidade de

colaboragéo nesses quatro anos de doutorado.

A Vanessa pelos ensinamentos nos primeiros semestres de minha iniciaco cientifica,

aos quais foram fundamentais para minha formagéo.

A Andressa por tudo que representou em grande parte da minha iniciacdo cientifica,
pela amizade, conselhos, ensinamentos que ajudaram a decidir minha sequéncia

académica.

A Elisa por ter me auxiliado em praticamente todo meu doutorado, por sempre estar
disposta a ajudar, pela seriedade com que sempre desempenhou seu trabalho e pela

amizade em todos esses anos.

Aos amigos do laboratério 22 por todo companheirismo, risadas, ensinamentos,
experiéncias trocadas desde 2006: Andressa, Angel, Aninha, Bernardo, Carol, César,
Daiane, Dani, Elisa, Eliz, Fabricia, Felipdo, Fran, Gabi, Isabele, Julia, Leti, Lila, Luci,

Mari, Pati Farias, Patricia Boni, Rafa, Rudimar (emprestado) e Vanessa.

A CatiGscia, Luana e Thatiana, que foram minha conexdo nos laboratorios das

professoras Silvia e Adriana, sempre dispostas a ajudar e com um sorriso no rosto.

Ao pessoal do Departamento de Bioquimica, dos mais variados laboratorios, pelas

coversas, risadas, trocas de ideias e experiéncias compartilhadas.

A todos que colaborei nesses quatro anos de doutorado: laboratorios dos professores
Adriana Pohlmann, Angela Wyse, Christianne Salbego, Grace Gosmann, José Claudio

Moreira, Marcelo D’oca, Silvia Guterres ¢ Vera Lima.

\



A UFRGS através da Faculdade de Farmacia (graduacio) e ao Departamento de
Bioquimica (doutorado), por terem contribuido pela minha formacdo académica

(professores, funcionarios, terceirizados, pds-graduandos e colegas).

Ao CNPq e a CAPES pelo financiamento durante esses quatro anos.

“Felicidade so ¢ real quando compartilhada”

“Alexander Supertramp”

Vi



SUMARIO

RESUMO .ttt e e e e e e e e e e e e s e e e a e e e e e e a e 9
AB ST R A CT oot e e e e e e et e e e e e e 10
LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt 11
LISTADE FIGURAS ...t e e e e e e e e e nnnnees 13
INTRODUGAO ..ottt n et n st en s 14
] 1 0] 4 PR OPRP USSP 14
1.1. Glioblastoma MUIITOrME .......c..eveiiieeie e 15

O - -1 0] 0] (ST RRTR 17

2. NANOPAITICUIAS ... 19

2. LNANOCAPSUIAS ...ttt 20

3. RESVEIALION ... 21

Y (=] (0] (=) ¢ [0 O OO P PP PR PTPPPPPP 23

5. SISTEMA PUMNEITICO ....eiiiiieiiiieiie ettt 25
5.1. Nucleotideos e Receptores PUFNErgiCOS ..........cuuverieeiiueeiieeniee e niee s 25

5.2. ECLONUCIEOTIAASES ... eeevieeeiiiieeeiie et e sttt e et e et e et e e anaeee s 26

6. Glioblastoma Multiforme e Sistema PUrinérgico.........ccccoevvvveeiiveiiine e, 28

7. Linfocitos T, Cancer e Sistema PUFNErgiCO ........cccvvveviiiieiiire e ciecesiee e 29

8. LinfOCItOS B reguUIAtOrios ..........ceiiviiiiii e 32
OBUIETIVOS. ..ottt sttt ettt e s e et e beebeenbeaneesreenreas 35
CAPITULO 1ot 36
CAPITULO ottt 48
CAPITULO T oot 60
CAPITULO IV 1ot 82
DISCUSSAD ..ottt 118
CONCLUSOES ..ottt sttt 140
PERSPECTIVAS ...ttt ettt e nte e te e areenne s 142

REFERENCIAS ..ottt ettt s et 143



RESUMO

Glioblastoma multiforme (GBM) é o mais comum e mais maligno tumor
cerebral. O péssimo progndstico € parcialmente devido a baixa biodisponibilidade dos
quimioterapicos no tecido tumoral, recorréncia originada por células precursoras
resistentes ao tratamento e um sistema imune comprometido. De fato, linfécitos
regulatorios modulam o sistema imune para uma resposta pro-tumoral, tornando ainda
mais dificil o tratamento. Nesse contexto, nanocéapsulas lipidicas (LNCs) tém sido
amplamente estudadas a fim de aumentar especificidade dos farmacos ao tecido
tumoral. Metotrexato (MTX) e trans-resveratrol (RSV) possuem acdo antitumoral ja
descrita, mas necessitam doses relativamente altas para acdo anti-glioblastoma in vivo.
O MTX também possui acdo imunossupressora através do aumento de adenosina no
meio extracelular. A Adenosina, por sua vez, pode modular tanto células efetoras
quanto células regulatérias no microambiente tumoral. Dessa forma, a hipotese
apresentada nessa tese € que 0 RSV e o MTX possam ser mais eficazes quando
carreados por nanocapsulas em modelos de GBM. Além disso, buscamos avaliar se o
MTX poderia interferir com enzimas do sistema purinérgico. Por fim, pesquisamos
como a adenosina poderia modular linfocitos B e T atraves das enzimas CD39 e ecto-5’-
NT/CD73. O RSV em nanocapsulas e 0 MTX em nanocapsulas (RSV-LNCs e MTX-
LNCs) aumentaram a atividade anti-tumoral em relacdo aos compostos em solucéo,
induzindo parada no ciclo celular e apoptose em células de GBM. O MTX diminuiu a
expressdo da proteina antiapoptotica BCL-2 e aumentou a caspase-3 ativa, levando as
células de GBM a apoptose. Além disso, 0 MTX aumentou a expressdo da enzima ecto-
5’-NT/CD73 tanto em células de glioma quanto em linfocitos T presentes no
microambiente dos gliomas. Esse aumento da expressdo foi acompanhado da
diminuicdo em linfécitos T efetores e T regulatérios. Também, demonstramos que
linfocitos B que possuem alta expressdo da enzima CD39, tem capacidade supressiva
sobre linfécitos efetores. Em conjunto, os resultados apresentados nessa Tese
apresentaram possiveis novas alternativas de tratamento e contribuiram para melhor

compreender esse maligno cancer cerebral.



ABSTRACT

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common and most malignant brain
tumor. The awful prognosis is in part due to the low bioavailability of chemotherapy
agents in the tumoral tissue, recurrence originated from treatment-resistant progenitor
cells and an impaired immune system. Indeed, regulatory lymphocytes modulate the
immune system toward a pro-tumoral response, turning the treatment even more
difficult. In this sense, lipid-core nanocapsules (LNCs) have been widely studied to
raise the drug specificity to the tumor. Methotrexate (MTX) and trans-resveratrol
(RSV) have antitumoral activity, but need relatively high doses to the anti-glioblastoma
outcome in vivo. MTX has immunosuppressive capability mediated by the increase of
adenosine in the extracellular milieu. Adenosine in turn may modulate both effector and
regulatory immune cells in the tumoral microenvironment. Thereby, the hypothesis
presented is that RSV and MTX may have an antitumor improvement when loaded into
LNCs in GBM models. Moreover, we sought to evaluate whether MTX could interfere
with purinergic enzymes. Lastly, we evaluated how adenosine could modulate B- and
T-lymphocytes through CD39 and ecto-5’NT enzymes. RSV- and MTX-loaded lipid-
core nanocapsules (RSV-LNCs or MTX-LNCs) increased their antitumoral outcome in
relation to the solution compounds, inducing both cell cycle arrest and apoptosis in
GBM cells. MTX decreased the expression of the antiapoptotic protein BCL-2 and
increased the active caspase-3, triggering glioblastoma cells to apoptosis. Furthermore,
MTX increased the expression of ecto-5’-NT/CD73 in glioma cells and T lymphocytes
of the glioma microenvironment. This up-regulation was followed by decreasing in T
effector and T regulatory lymphocytes. Also, we further demonstrated that B
lymphocytes with high expression of CD39 enzyme can suppress T efector
lymphocytes. Taken together, the results presented herein indicate newfound treatment

approaches and new knowledge regarding to this deadliest brain tumor.
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MAG - microambiente dos gliomas
MTX - metotrexato
MTX-(OEt), - diéster de metotrexato

MTX-LNCs - metotrexato em nanocépsulas lipidicas (methotrexate-loaded lipid-core
nanocapsules)

NF-kB - fator nuclear kappa-B (Nuclear Factor-kappaB)
NK - natural killer cells
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SG - sobrevida global
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SNC - sistema nervoso central

Teff - linfécitos-T efetores (T-effector lymphocytes)
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Th, CD3"CD4" - linfécitos T auxiliares (T helper lymphocyes)
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INTRODUCAO

1. Gliomas

Gliomas sdo os tumores primarios mais comuns e devastadores do sistema
nervoso central (SNC) em adultos, correspondendo a cerca de 80% de todos os tumores
desse sistema (Sathornsumetee et al. 2007). Gliomas foram primeiramente descritos por
Virchou (1863/1865) como um enorme tumor cerebral, normalmente com lenta
evolucdo clinica e sem delimitacdo em relacdo ao tecido ndo tumoral (Scherer 1940).
Apobs essa descricdo, que incluiu pela primeira vez uma analise histopatolégica, os
gliomas vém sendo amplamente estudados, apesar de, infelizmente, ainda ndo haver
intervencdo terapéutica satisfatoria para os graus mais invasivos. De forma geral,
gliomas sdo mais comuns em adultos com idade superior a 40 anos, sendo que, homens
caucasianos sdo mais frequentemente acometidos (Ostrom et al. 2014, Preusser et al.
2006). Em estudo analisado entre 2005 e 2009 nos Estados Unidos, gliomas
apresentaram incidéncia anual de 5,26 para cada 100.000 habitantes (Dolecek et al.
2012).

Historicamente, os gliomas foram classificados pela neuro-oncologia tradicional
através da semelhanca morfologica em relacdo as células gliais, sugerindo que 0s
astrocitomas, por exemplo, tenham uma origem astrocitica ou sejam derivados de um
precursor astrocitico imediato. Nesse sentido, gliomas sdo classificados pela
organizacdo mundial da sadde (OMS) em astrocitomas (grau | a V),
oligodendrogliomas (grau Il e I11) e oligoastrocitoma (grau Il e 111). Especificamente, a
OMS classifica os gliomas astrociticos em quatro graus de malignidade:

- Grau I, astrocitoma pilocitico, que acometem principalmente criancas com idade

entre 5 a 15 anos, apresentando baixa capacidade invasiva e sendo facilmente
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removidos por ressecgdo cirdrgica;

- Grau Il, astrocitoma de baixo grau, crescem de forma relativamente lenta,
podendo ou n&o invadir o tecido cerebral normal adjacente;

- Grau Il1, astrocitoma anaplastico, podem ser tumores recorrentes de neoplasias
de baixo grau, apresentam uma taxa de crescimento maior que os anteriores e invadem o
tecido adjacente normal. Apds o tratamento, a recorréncia desse tumor é elevada;

- Grau 1V, glioblastoma multiforme, maior grau de malignidade e altamente
invasivo. Pacientes apresentam um péssimo prognostico, com sobrevida inferior a um
ano, sendo que essa estatistica ndo se modificou significativamente nas ultimas duas
décadas.

Por outro lado, atualmente, vem crescendo o0 conhecimento da derivacéo
neoplasica atraves de células precursoras menos diferenciadas como, por exemplo, as
células tronco neurais e/ou tumorais, que possuem um poder maior de diferenciacéo e,
consequentemente, maior incidéncia a eventos mutacionais que podem levar a formacéo

de neoplasias multifatoriais (Louis et al. 2001, Van Meir et al. 2010).

1.1. Glioblastoma Multiforme

Os glioblastomas multiformes (GBM) sdo divididos em dois subtipos: GBM
primarios, que ocorrem em pacientes com idade superior a 50 anos e GBM secundarios,
gue ocorrem em pacientes jovens e sdo provenientes de gliomas de menor grau de
malignidade, sendo que os dois tipos de GBM apresentam diferencas moleculares, mas
sdo morfologicamente indistinguiveis (Watanabe et al. 1996). Os GBM vém sendo
diagnosticado com pelo menos trés das caracteristicas como atipia nuclear, mitose,

proliferacdo vascular e necrose. A baixa sobrevida dos pacientes com esse tipo de tumor
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altamente invasivo esté relacionada, principalmente, a alta taxa de recorréncia, ainda
inevitavel pelas terapias convencionais (Louis et al. 2007).

Recentemente, tem sido descrita a origem de células com caracteristicas de GBM
ndo apenas a partir de células ja diferenciadas, como astrécitos e oligodendrocitos, mas
também a partir de células tronco neurais (Figura 1) (Van Meir et al. 2010). Células
progenitoras podem ser um intermediério da formacédo de células neoplésicas através da
formacdo de células tronco tumorais que sdo inerentemente resistentes a farmacos
quimioterapicos e a radioterapia. Portanto, essas células tronco tumorais podem, nédo
apenas iniciar uma nova neoplasia, como ser a principal causa de recorréncia desses
tumores e consequente falha da quimio/radioterapia (Pointer et al. 2014).

A heterogeneidade celular e molecular aliada a invasividade ao tecido ndo tumoral
adjacente fazem desses tumores um grande desafio a ser vencido pela ciéncia. A analise
histopatoldgica desses tumores evidencia focos de necrose, neovascularizagdo, nucleos
mitoticos, além de grande infiltrado inflamatorio (Konopka and Bonni 2003, Lacroix et
al. 2001, Wen and Kesari 2008).

Os agentes quimioterapicos disponiveis demonstram eficacia limitada. A primeira
razdo para isto é devido a presenca da barreira hematoencefalica, que limita a entrada
dos quimioterapicos no SNC, de modo que apenas farmacos lipofilicos podem ser
utilizados (van Tellingen et al. 2015). Além dessa barreira fisiologica imposta aos
farmacos, existem mecanismos de resisténcia a multidrogas como, por exemplo, a acdo
da glicoproteina-P que reduz a passagem de farmacos pelas células endoteliais que
compde a barreira hematoencefalica (BHE) e também diminui o acimulo de farmacos
dentro das células tumorais pelo efluxo para o meio extracelular, com consequente
diminuicdo da eficacia terapéutica (Szakacs et al. 2006). Outro motivo para a falha

terapéutica € devido a grande heterogeneidade celular: esses tumores sdo compostos

16



principalmente por celulas neoplésicas em proliferacdo e muitas celulas do sistema
imune que estdo moduladas para um fendtipo pré-tumoral, o que faz com que 0s
farmacos se tornem ineficazes em sobrepujar esse complexo sistema proliferativo

desenvolvido pelos tumores (Nieto-Sampedro et al. 2011, Wen and Kesari 2008).

Mutations

Proliferative capacity

: (O > ‘
p : (9
Neural stem cell NeuraI/Ghal Tumor initiating cells
svz Transit progenitor )
CD133+ amplifying cells Self-renewal
GBM Tumor
I )
h §'4
A\ 4 differentiation
. \* ’2‘( —— proliferation
Ollgodendrocytes Astrocytes - Mutations

Figura 1. Representacdo de mutacdes capazes de originar progenitores tumorais e

consequentemente glioblastoma (Van Meir et al. 2010). SVZ (subventricular zone)

1.2. Tratamento

Para o tratamento do GMB, apesar de intensos esforcos em desenvolver novas
terapias, agentes efetivos ainda ndo estdo disponiveis. A ressec¢do cirurgica representa
o tratamento de primeira escolha para os pacientes com GBM, entretanto a retirada
completa do tumor € limitada pela alta invasividade das células tumorais no tecido
normal circundante, o que leva a uma elevada taxa de recorréncia (Behin et al. 2003).

Assim, a maioria dos pacientes é tratada com radioterapia e/ou quimioterapia pés-
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operatéria (Mazeron and Kantor 1998).

O farmaco de escolha para tratamento dos GBM é a temozolomida (Temodal®),
agente alquilante do DNA com administragdo oral e lipofilicidade suficiente para atingir
0 SNC. Em estudo clinico de fase 111, 573 pacientes foram separados randomicamente
quanto a receber ou ndo temozolomida como adjuvante a radioterapia. Brevemente, a
sobrevida média dos pacientes passou de 12,1 meses, para pacientes tratados somente
com radioterapia, para 14,6 meses, para pacientes tratados com radioterapia mais
temozolomida (Stupp et al. 2005), demonstrando um discreto aumento na sobrevida dos
pacientes e a necessidade por intervences mais significativas.

Com base nesse aumento discreto referente a quimioterapia convencional,
alternativas vem sendo estudadas, como, por exemplo, a separagdo de pacientes a
grupos geneticos especificos. Nesse sentido, foi demonstrado que ha maior
sensibilidade a temozolomida em pacientes com metilacdo na regido promotora do gene
O(6)-metilguanina-DNA metiltransferase, fazendo com que a taxa de sobrevida de 5
anos aumentasse de 5% para 14% (Hegi et al. 2005). Alternativas também tém sido
estudadas quanto a posologia da temozolomida, a fim de aumentar a sobrevida dos
pacientes diagnosticados com GBM, entretanto os aumentos de sobrevida global (SG)
e/ou sobrevida livre de progressdo (SLP) sdo muito discretos em relacdo a sobrevida
média de 14 meses do programa posolégico padrédo (Gilbert et al. 2013).

Os GBM estdo entre os tumores mais vascularizados, com isso, compostos que
inibam a angiogénese podem ser alternativas interessantes para o tratamento desses
tumores. Nesse sentido, bevacizumab, um anticorpo monoclonal humanizado que inibe
VEGF, vem sendo estudado em ensaio clinico de fase Ill. Embora o bevacizumab
aumente ligeiramente a SLP ndo reduz a SG dos pacientes tratados com

temozolomida/radioterapia com acréscimo de bevacizumab em relacdo ao placebo
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(Chinot et al. 2014, Gilbert et al. 2014).

Em suma, os GBM levam a um péssimo progndstico para 0s pacientes, sem avangos
significativos da terapéutica nas ultimas décadas e com consideraveis efeitos adversos
da quimio-radioterapia. Portanto, € necessario um melhor entendimento da patologia
desses tumores, bem como desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que

possam reverter esse quadro.

2. Nanoparticulas

A baixa especificidade dos quimioterapicos a regido tumoral leva ao insucesso do
tratamento e agravamento dos efeitos adversos. Assim, o acoplamento entre farmacos
potentes e sistemas que direcionem e controlem a liberacdo desses compostos para
aumentar a eficacia terapéutica sdo necessarios. Nesse sentido, carreadores coloidais de
farmacos, incluindo nanoemulsées, nanoesferas, nanocéapsulas, lipossomas e complexos
lipidicos, apresentam-se como veiculos promissores para administracdo de farmacos em
diferentes vias, possibilitando a otimizacdo da velocidade de cedéncia e do regime de
dosagem das substancias com consequente diminuicdo dos efeitos adversos (Alvarez-
Roman et al. 2001, Couvreur and Vauthier 2006).

Sistemas nanomeétricos podem melhorar a resposta terapéutica através da vetorizacéo
a o0rgdos, tecidos ou células especificas com possivel diminuicdo de dose e nUmero de
administracdes, com aumento da concentracdo de farmaco na regido tumoral,
acarretando em maior resposta terapéutica, menores efeitos adversos e maior adesdo ao
tratamento (Perez-Herrero and Fernandez-Medarde 2015). Sistemas de liberacdo de
farmacos ja estdo disponiveis clinicamente. Entre esses, destacam-se 0s lipossomas,

amplamente estudados para tratamento do cancer. Lipossomas contendo doxorubicina
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sdo os mais utilizados, tendo sido o primeiro carreador aprovado para comercializagdo

em 1995 para tratamento de sarcoma de Kaposi (Doxil®) (Slingerland et al. 2012).

2.1.Nanocapsulas

Nanocéapsulas poliméricas foram primeiramente descritas na década de 70. As
nanocapsulas, também consideradas um sistema "reservatério”, sdo formadas por um
invélucro polimérico disposto ao redor de um nucleo oleoso, podendo o farmaco estar
dissolvido neste nicleo e/ou adsorvido a parede polimérica, dependendo das
propriedades fisico-quimicas e da composicdo das nanocapsulas (Couvreur et al. 2002).
Nanocapsulas sdo largamente estudadas como alternativa promissora em aumentar a
resposta antitumoral dos quimiterapicos, principalmente por aumentar a concentracao de
farmaco na regido tumoral, uma vez que uma unica nanocapsula pode carrear muitas
moléculas de farmaco (Maeda et al. 2013, Poletto et al. 2012). O uso de nanocépsulas
na terapia de tumores solidos também se mostra promissor devido a maior
permeabilidade capilar desses sistemas nanoestruturados, através da maior transposicéo
a barreira hematoencefalica e superacéo a acdo do efluxo da glicoproteina-P, bem como
ao aumento da retencdo na area tumoral, 0 que pode levar a uma liberacao sustentada do
farmaco no combate as células do tumor (Brigger et al. 2002, Garcia-Garcia et al. 2005,
Vinogradov et al. 2002). Nanocapsulas podem ser administradas por diferentes vias e
sdo estaveis, inclusive, quando administradas por via oral (Frozza et al. 2010).
Resumidamente, nanocapsulas poliméricas lipidicas tem sido descritas por sobrepujar
mecanismos de resisténcia no tratamento do cancer, como diminuicdo da captacdo por
células do sistema imune; aumento da transposicdo a BHE; invisibilidade a proteinas

que compde o efluxo de farmacos da resisténcia a multidrogas; aumento na retencdo em
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um sistema linfatico comprometido, resultando em maior biodisponibilidade no
microambiente, com consequente maior captacdo pelas células neoplasicas e aumento

da atividade antitumoral (Figura 2) (Frank et al. 2015, Pohlmann et al. 2013).
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Figura 2. Esquema representativo da vetorizacdo de farmacos por nanoparticulas

a area tumoral (Perez-Herrero and Fernandez-Medarde 2015).

3. Resveratrol

O resveratrol  (trans-3,5,4'-trihidroxiestilbeno) €& um polifenol natural
abundantemente encontrado em ervas e alimentos como uva, amendoim e bagas. E
sintetizado em plantas em resposta a injuria, radiacdo ultravioleta ou ataque de fungos.
Apesar de naturalmente existir na forma de isémeros cis e trans, o resveratrol é
comercialmente encontrado em sua forma trans, a qual tem sido amplamente estudada.
Esse promissor fitoquimico possui diversas atividades, em que se destacam a agdo

antioxidante, anti-inflamatoria, cardioprotetor e antitumoral (Kundu and Surh 2008,
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Novelle et al. 2015). A atividade antitumoral foi primeiramente descrita por Pezzuto e
colaboradores em 1997 que mostraram a capacidade do resveratrol em inibir as trés
maiores etapas da carcinogénese: iniciagcdo, promogéo e progressao tumoral (Jang and
Pezzuto 1999, Jang et al. 1997). O resveratrol pode induzir diferentes processos as
células tumorais, tais como parada no ciclo celular, diferenciacdo e apoptose através da
modulagéo de fatores de transcricdo sabidamente envolvidos na progressdo do cancer,
como o NF-kB (fator nuclear kappaB (nuclear factor-kappaB)) e modulacdo de
supressores tumorais, como a proteina p53 (Figura 3) (Singh et al. 2015, Whitlock and
Baek 2012).

Alem de amplamente estudado como citotoxico a diversos tipos de células tumorais,
0 resveratrol também tem sido visto como um quimiosensibilizador as células
cancerigenas, aumentando a resposta de quimioterapicos convencionais por alterar
sistemas como transportadores de farmacos, proteinas de sobrevida, proliferacdo celular
e mecanismos como a via do NF-xkB (Gupta et al. 2011). Alguns trabalhos tém
demonstrado o potencial efeito citotoxico do resveratrol em modelos pré-clinicos de
glioma (Gagliano et al. 2010) e também a capacidade de sensibilizar células de GBM a
temozolomida (Nakada et al. 2012).

Grande parte dos estudos demonstra a atividade in vitro do resveratrol frente a
tumores, uma vez que in vivo o resveratrol sofre rapida metabolizacdo o que pode levar
a ineficacia no tratamento pela inatividade antitumoral dos seus metabdlitos (Zunino
and Storms 2015). A rapida metabolizacdo do resveratrol foi inclusive demonstrada em
estudo clinico, sendo consistente com os estudos pré-clinicos que demonstravam baixa
biodisponibilidade desse polifenol (Brown et al. 2010). Portanto, alternativas, como a
nanotecnologia, que diminuam a rapida metabolizacdo desse composto aliado ao

aumento da biodisponibilidade sitio especifico em tumores sélidos estdo sendo
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desenvolvidas para transcender a atividade in vitro a atividade antitumoral in vivo (Jose

et al. 2014, Jung et al. 2014).

Cell cycle genes
o-myc, cychns, COX, pS3, R, PTEN, p21,pa7,

Transcription factors
(MF-x8, AP-1, NRF-2, STAT3, PPAR-y,
f-catonin, HIF-Ta Egr-1, AR)

Inflammatory markers
(TNF, COX-2. iNOS, CRP, 5-LOX, NAG-1,
IFN-y, IL-2.0L-4, IL-6, IL-8, GM-CSF)

Anti-apoptotic genes
(Bek2, PIIK, BOHXL. CIAP-Z, XIAP,
survivin, BE-1iA1, TRAF2)

Angiogenic genes
(MMP-Z, MMP-3, VEGF, bFGF,
SPARC, IPA, uPA)

Protein kinases
(Sre, PI3K, ERK1/2, PKCs,
MAPK, syi. JNK, AKT)

Metastasis regulatory
genes
(Camepsin D, ICAM:T, VCAM-T
E-Selectin, ELAM-1)

Antioxidant enzymes
(CAT, S0D, Trx-1,
Remoxygenase-1,)

Senescence genes
(SIRT-1, FOXO, PGC-Ter, NTERT)

Other genes/ proteins
(CYP isoforms, HDAG-2,ER, GLUT4, AMPK)

Figura 3. Representacdo dos multimecanismos celulares que o resveratrol pode

modular (Harikumar and Aggarwal 2008).

4, Metotrexato

O metotrexato (MTX, 4-amino-4-deoxy-N10-methyl pteroylglutamic acid),
quimioterapico convencional amplamente utilizado na clinica desde a década de 40 para
tratamento da leucemia linfocitica aguda, € um antimetabdlito, estruturalmente andlogo
ao acido félico. O MTX inibe de maneira competitiva a atividade da enzima
diidrofolatoredutase, resultando na deplecdo de tetrahidrofolato, necessario para a
sintese de purinas e timidilato (Figura 4), importante para a fase de sintese de DNA do
ciclo celular (fase S) (McGuire et al. 2003). Sua acdo é mais marcante sobre populacées
celulares em fase de crescimento exponencial, 0 que explica sua maior atividade sobre

células tumorais e acdo sobre tecidos em proliferacdo como sistema imune (Huennekens
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1994). Como os receptores do folato séo altamente expressos na membrana de muitos
tipos de células tumorais, 0 metotrexato tem sido um farmaco estudado e empregado
como adjuvante e/ou no tratamento de diversos tipos de cancer como de cérebro, mama,
ovario e muitas leucemias, bem como contra condi¢cbes ndo neoplésicas, como
imunossupressor na psoriase grave e doencas reumaticas (Grim et al. 2003, McGuire
2003).
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Figura 4. Estrutura e mecanismo de acéo classico do Metotrexato (McGuire 2003).

Em estudos farmacocinéticos e terapéuticos para neoplasias do sistema nervoso
central, verificou-se que uma biodisponibilidade capaz de causar atividade antitumoral
satisfatoria necessita de altas doses ou infusdo continua de MTX, o que pode levar a
toxicidade e abandono de tratamento (Chan and Rajakumar 2014, Dukic et al. 1999). O
MTX foi utilizado em ensaio clinico como tratamento prévio a quimio-radioterapia em
pacientes com glioma de alto grau, os resultados mostraram que o tratamento prévio
com altas doses de MTX aumenta da SLR e a SG, embora o Ultimo ndo tenha atingido

significancia estatistica (Wolff et al. 2011).
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O MTX tem sido estudado em ensaios pré-clinicos e clinicos para glioma, ao
qual aliado a estudos de farmacocinética demonstram que somente uma pequena parcela
de farmaco atinge o SNC, necessitando, por isso, de altas doses, o que pode levar a
efeitos adversos indesejados (Dukic et al. 1999). Dessa forma, sistemas carreadores
estdo sendo desenvolvidos para aumentar a biodisponibilidade desse quimioterapico na
area tumoral e diminuir a dose de MTX necessaria para a citotoxicidade especifica as
células malignas (Abolmaali et al. 2013).

Além do mecanismo de acédo classico que envolve a inibicdo da sintese de DNA,
foi descrito que o MTX, por aumentar a concentragdo de adenosina no meio
extracelular, pode, pelo menos em parte, ser responsavel pela resposta anti-inflamatéria
e imunossupressora desse farmaco (Montesinos et al. 2007, Morabito et al. 1998),
através principalmente da ligacdo da adenosina aos receptores A;aR e AsR (Montesinos

et al. 2003).

5. Sistema Purinérgico

5.1. Nucleotideos e Receptores Purinérgicos

O ATP (adenosina trifosfato) e outros nucleotideos e nucleosideos sao
encontrados em todos os sistemas organicos e produzem efeitos biologicos tanto no
meio intracelular como no meio extracelular (Illes et al. 2000, Yegutkin 2008). Assim, 0
ATP intracelular serve como molécula energética para processos como transporte ativo,
mobilidade celular e biossintese, enquanto que o ATP extracelular é uma potente
molécula sinalizadora (Yegutkin 2008). Os nucleotideos, em especial o ATP, atuam na
neurotransmissao, neuromodulacdo, resposta imune, controle do trafego de leucdécitos

do sangue para os tecidos, agregacdo plaquetaria e dor, entre outras funcdes (Burnstock
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2004). Por outro lado, a adenosina, um nucleosideo produto da degradacdo do ATP
extracelular, pode ser considerada uma molécula sinalizadora de dano celular,
exercendo em geral acBes contrarias as do ATP (Bours et al. 2006, Frantz et al. 2005).
Assim, por exemplo, a adenosina, através de uma resposta imunossupressora, protege 0s
tecidos adjacentes a inflamacdo dos ataques promovidos pelas células de defesa
(Sitkovsky and Ohta 2005).

Todos os efeitos dos nucleotideos e nucleosideos ocorrem através da ligacdo a
seus receptores especificos, 0s purinoreceptores, os quais sdo divididos em receptores
do tipo P1 e P2 (llles et al. 2000). Os receptores de adenosina (P1) séo subdivididos em
A1, Aza, Az € A; e todos estdo acoplados as proteinas G. J& o0s receptores P2 sdo
subdivididos em P2X e P2Y. Os receptores ionotropicos especificos para o ATP (P2X)
estdo ligados a canais idnicos (Na'/K'/Ca®") e até o momento foram clonados e
caracterizados sete membros: P2X; até P2X; (Abbracchio and Burnstock 1994). Os
receptores P2Y (metabotropicos), assim como os receptores P1, também sdo acoplados
as proteinas G sendo sub-divididos em P2Y124611121314, SA0 Sensiveis as purinas e

pirimidinas di- e trifosfatadas (White and Burnstock 2006).

5.2. Ectonucleotidases

Os nucleotideos liberados para 0 meio extracelular sdo hidrolisados até seus
nucleosideos correspondentes pela acdo catalitica das ectonucleotidases (Yegutkin
2008), as quais sdo enzimas associadas a membrana plasmatica com o sitio ativo
voltado para o meio extracelular ou associadas as membranas intracelulares com o sitio
ativo voltado para o limen de organelas. A familia das ectonucleotidases é constituida

pelas E-NTPDases (ecto-nucleosideo trifosfato-difosfohidrolases), E-NPPs (ecto-
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nucleotideo  pirofosfatase/fosfodiesterases),  fosfatase  alcalina e  ecto-5’-
nucleotidase/CD73 (Zimmermann 2000). As ectoncleotidases, coletivamente pertencem
a familia de proteinas de superficie celular relacionadas a CD39, um antigeno de
ativacdo linféide (Knowles 2011).

As E-NTPDases hidrolisam nucleosideos tri e di fosfatados até seus respectivos
nucleosideos monofosfatados e sua atividade catalitica é dependente de cations
divalentes tais como Ca** e Mg** (Lavoie et al. 2004, Vorhoff et al. 2005). Até o
momento, oito membros dessa familia de enzimas foram identificados, E-NTPDases1-8
(Zimmemann, 2001; Robson et al. 2006, Robson et al. 2005). As E-NTPDases
identificadas até entdo, pertencem a familia da CD39, sendo a ENTPDasel também
identificada como CD39 (ENTPDase1/CD39). Essas enzimas hidrolisam uma variedade
de nucleosideos di e tri fosfatados e a preferéncia pelo substrato € diferente para cada
uma delas. As E-NTPDases 1, 2, 3 e 8 possuem uma razéo de hidrolise ATP/ADP de
aproximadamente 1:1; 30:1; 3:1; 2:1, respectivamente (Zimmermann 2000).
Recentemente, as E-NTPDases foram identificadas como membros da “GDA1 _CD39
superfamily” (Knowles 2011).

A etapa final de transformacdo do ATP em adenosina é catalisada pela ecto-5’-
nucleotidase identificada como CD73 (ecto-5-NT/CD73). Essa enzima € a principal
formadora de adenosina a partir de AMP (adenosina monofosfato) no meio extracelular
de forma irreversivel, portanto o controle da sua atividade enzimatica é essencial para a
manutencdo de niveis adequados deste nucleosideo e, consequentemente, dos efeitos
mediados via receptores P1 (Beavis et al. 2012, Zimmermann 2000). Entretanto, essa
enzima ndo regula apenas a cascata de sinalizacdo purinérgica, mas também esta
envolvida em mecanismos que vao além da atividade enzimatica, como adesdo entre

células e adesdo entre células e a matriz extracelular, bem como em mecanismos que
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levam a migracéo celular (Cappellari et al. 2012, Zhou et al. 2007).

E-NTPDases 5"-Nucleotidase

ATP 4 ADP N i
UTP — UDP —» AMP —» Adenosine

1 g g

P2 Receptor P2 Receptor P1 Receptor
P2X: ATP P2Y: ADP, UDP Adenosine
P2Y: ATP, UTP

Figure 5. Esquema simplificado dos receptores purinergicos e da hidrdlise de

nucleotideos no meio extracelular pelas ectonucleotidases (Robson et al. 2006).

6. Glioblastoma Multiforme e Sistema Purinérgico

Estudos prévios do nosso laboratério verificaram que células de linhagem de glioma
apresentam um comportamento, relativo a hidrolise dos nucleotideos extracelulares,
oposto ao observado nos astrdcitos, uma vez que as células de glioma apresentam uma
baixa atividade ATPéasica e uma alta atividade AMPasica (Wink et al. 2003). Esse
comportamento parece favorecer o acumulo de ATP, que leva a morte do tecido
adjacente normal e induz proliferacdo celular em diferentes linhagens de glioma, alem
de aumentar a concentracdo de adenosina, a qual induz angiogénese e imunossupressao
(Bavaresco et al. 2008, Morrone et al. 2005, Wink et al. 2003). Em experimentos
utilizando o modelo de implante de glioma in vivo em cérebro de ratos, verificou-se que

o implante de células tumorais com apirase, uma enzima scavenger de ATP e ADP com
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caracteristicas cinéticas similares a ENTPDasel/CD39, resultou em diminui¢do do
volume tumoral a qual foi acompanhada de decréscimo de infiltrado inflamatorio e de
angiogénese (Morrone et al. 2006). Por outro lado, também se observou que a
restauracdo da atividade da ENTPDase2/CD39L1, a NTPDase majoritaria em
astrocitos, pela superexpressao dessa enzima em células de glioma, surpreendentemente
aumentou o volume e a malignidade dos gliomas implantados no cérebro de ratos, bem
como produziu uma significativa resposta inflamatéria periférica e alteracdes
patoldgicas nos pulmdes dos animais (Braganhol et al. 2012). Além disso, a inibicdo da
enzima ecto-5’-NT/CD73 tem sido amplamente demonstrada como mecanismo
mediador de agdo antitumoral (para uma completa revisdo ver Corbelini et al. 2015),
embora estudos também demonstrem que concentragdes supra-fisioldgicas de adenosina
possam desencadear morte em células de glioma, principalmente via receptor Az de
adenosina (Bavaresco et al. 2007, Bernardi et al. 2007). Esses ultimos resultados,
distintos de outros trabalhos da literatura, revelam que a interacdo gliomas/purinas é
altamente complexa e que o metabolismo diferencial de nucleotideos extracelulares
pode modular quali/quantitativamente a ativacdo dos receptores P1 e P2 e, dessa forma,

desencadear efeitos totalmente contexto-dependente.

7. Linfécitos T, Cancer e Sistema Purinérgico

Diversos tipos de cancer tém origem em sitios de infeccdo ou de inflamacéo
(Balkwill and Coussens 2004). A massa tumoral € extremamente heterogénea, composta
por muitas células neoplasicas em proliferacdo, células endoteliais e células do sistema
imune, como macrofagos e linfocitos (Balkwill and Coussens 2004, Solinas et al. 2009).

Em gliomas, a presenca de infiltrado inflamatorio esta diretamente correlacionada com
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0 grau de malignidade do tumor, e evidéncias sugerem que a presenca de leucocitos no
microambiente tumoral é componente indispensavel nos processos de proliferacéo,
migracdo e sobrevivéncia celular (Watters et al. 2005). A proliferacdo tumoral é
dependente de uma rede complexa de fatores, entre eles citocinas, quimiocinas e
nucleosideos, que culminam em imunossupressdo no microambiente tumoral
orquestrada por, entre outras células, linfocitos T regulatérios, as quais estdo
diretamente correlacionadas com pior progndstico em pacientes com glioblastoma
(Sayour et al. 2015).

Os linfécitos tém papel central tanto na resposta imune celular quanto humoral. Sé&o
divididos em duas grandes subclasses: células B e células T, que expressam receptores
antigenos-especificos e que atuam como marcadores da imunidade adaptativa (Bours et
al. 2006). Os linfécitos T sdo subdivididos principalmente em linfocitos T auxiliares
(Th, CD3*CD4"), linfdcitos T citotdxicos (CTL, CD3"CD8") e linfocitos T regulatorios
(Treg, CD4*/CD25""/FOXP3"). Estudos sugerem que a modulacéo da inflamacéo pelo
sistema de sinalizacdo purinérgica € componente determinante entre os efeitos pro-
tumoral/anti-inflamatorio e antitumoral/pré-inflamatério e torna esses sistemas de
sinalizacdo um interessante alvo de estudo (Sica and Bronte 2007, Solinas et al. 2009).

Os Linfocitos Treg controlam a renovagdo celular no timo, regulando a expanséao
linfocitica, inflamacédo crénica e processos autoimunes. Entretanto em certas condicoes,
como no cancer, células Treg podem ser prejudiciais no combate a doenca, contribuindo
para um ambiente imunossuprimido, por inibir a ativacéo de linfocitos T efetores (Teff)
¢ células NK (“Natural Killer”), podendo favorecer o desenvolvimento neoplasico
(Bastid et al. 2012, Borsellino et al. 2007). Nesse sentido, tem sido demonstrado uma
correlacdo entre 0 aumento de células Treg em sangue periférico de pacientes com piora

no quadro de malignidades epiteliais (Wolf et al. 2003), carcinoma (Griffiths et al.
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2007), cancer coloretal (Beyer et al. 2012) e glioblastoma multiforme (Sayour et al.
2015).

O controle da hidrolise dos nucleotideos pela E-NTPDasel/CD39 e pela ecto-5’-
NT/CD73 (E-NTPDasel/CD39 hidrolisa ATP e ADP & AMP, ja a ecto-5’-NT/CD73
hidrolisa AMP & adenosina) esta estritamente envolvido na imunomodulacdo através,
dentre outras células, de linfocitos T regulatdrios (Treg) em pacientes com glioma
(Albesiano et al. 2010). Interessantemente, a E-NTPDasel/CD39 esta superexpressa na
superficie de linfocitos Treg, sendo um importante componente da maquinaria
imunossupressiva (para uma completa revisdo ver Burnstock and Boeynaems 2014).
Essa superexpressdo aumenta a producdo de AMP que é o principal substrato para a
enzima ecto-5’-NT/CD73, que por sua vez esta superexpressa na superficie das celulas
de glioma. Assim, essas duas enzimas estariam trabalhando de forma cooperativa para a
geracdo de adenosina, molécula que modula a producdo de citocinas e inibe a
proliferacdo de células imune efetoras, culminando em imunossupressao e crescimento

tumoral (Xu et al. 2013).
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Figura 6. Efeito coordenado da producdo de adenosina por células de glioma

CD73", e linfocitos T regulatdrios CD39" (Xu et al. 2013).
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Tais habilidades tornam a ecto-5’-NT/CD73 e a E-NTPDasel/CD39 alvos
interessantes de investigacdo e de intervengdo farmacoldgica (Bastid et al. 2015). A
superexpressdo da enzima CD39 presente nos linfcitos Treg ndo apenas colabora para
a producdo de adenosina, mas para a diminuigdo do ATP extracelular, diminuindo os
efeitos mediados por esse nucleotideo, como, por exemplo, toxicidade celular via
receptores P2 e diferenciacdo de células dendriticas (Borsellino et al. 2007).

Resumidamente, linfocitos Treg sofrem migracdo para o microambiente dos
gliomas, ndo apenas por quimiocinas secretadas por células do sistema imune, mas
pelas proprias células tumorais (Jordan et al. 2008). Uma vez no microambiente
tumoral, Tregs, que superexpressam a enzima CD39, coordenadamente com células de
glioma, que superexpressam CD73, produzem adenosina pela hidrolise sequencial de
ATP. A adenosina, por sua vez, é capaz de suprimir células imunes efetoras, como
linfocitos citotoxicos e células NK, favorecendo um ambiente pro-tumoral (Xu et al.
2013). Por outro lado, e de forma aparentemente contraditéria, alguns estudos
demonstram que a presenca de ecto-5’-NT/CD73 na regido tumoral esta diretamente
associada a um melhor progndstico dos pacientes e reducdo de linfécitos T regulatorios
no microambiente tumoral (Oh et al. 2012, Supernat et al. 2012), sugerindo, novamente,
que a interacdo entre 0s sistemas purinérgico e imune no contexto neoplasico é

complexa e ainda parcialmente entendida.

8. Linfdcitos B regulatorios

Os linfocitos B foram historicamente descritos por aumentar a resposta imune,
principalmente pela formacdo de anticorpos que orquestram as defesas imunoldgicas.

Entretanto, tem sido demonstrada a capacidade de linfécitos B em suprimir células
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imunes, sugerindo-se entdo a denominacao linfocitos B regulatorios (Bregs) (Rosser and
Mauri 2015). Consequentemente, hoje se sabe que linfocitos B podem ser diferenciados
de acordo com os sinais recebidos, gerando assim resposta anti- ou pro-inflamatéria.

A capacidade supressiva dos linfocitos B foi primeiramente observada em um
modelo pré-clinico de hipersensibilidade na década de 70 (Katz et al. 1974). Apos essa
descricdo inicial, linfocitos Bregs somente foram mais bem estudados no inicio do
século XXI. Em humanos, linfécitos B foram descritos por secretar IL-10, uma
interleucina com capacidade supressiva sobre o sistema imune (Amu et al. 2007).
Entretanto, a classificacdo fenotipica varia entre espécies e a correlacdo entre as
diferentes subclasses de Bregs descritas ainda ndo esta compreendida. A maioria dos
estudos classifica Bregs de camundongo com capacidade supressiva (linfécitos B10)
com 0s seguintes marcadores CD19*CD1d"9"CD5" (Rincon-Arevalo et al. 2015). Para o
fenotipo estudado em linfocitos humanos, linfocitos B CD19°CD25" foram
primeiramente descritos por sua acdo imunossupressora sobre células imunes efetoras
(de Andres et al. 2014). Apods, novos fendtipos com capacidade regulatoria surgiram,
dentre esses, linfocitos B (CD19*CD24"CD38"9") mostraram capacidade supressiva
sobre linfocitos Teff (Blair et al. 2010). Independente do fendtipo denominado, 0s
estudos convergem para uma resposta anti-inflamatéria ou imunossupressora
desencadeadas principalmente por IL-10, mas também por TGF-B. A IL-10 é o
mediador mais bem estudado na modulacdo de células imunes por linfécitos Bregs.
Essas citocinas secretadas por linfocitos Breg podem modular diferentes células imunes
(Figura 7) tanto em individuos saudaveis como em estados patologicos, embora o
entendimento desse processo esteja iniciando em comparacdo, por exemplo, a
compreensdo sobre linfécitos T regulatérios (Tregs) (Stanic et al. 2014). Nesse

contexto, diferentemente dos Tregs que tém sido amplamente estudados, pouco se sabe

33



sobre o papel do sistema purinérgico nos linfocitos Bregs humanos, o que abre uma
nova perspectiva de estudo. Em humanos, linfocitos B ativados com CD40L e IL-4 s&o
capazes de produzir AMP e consequentemente adenosina, pela presenca de CD39 e
CD73 na membrana plasmatica, que por sua vez € capaz de inibir a proliferacdo de

linfocitos Teff (Saze et al. 2013).

INKT cells

Figura 7. Diferentes células que linfécitos B regulatorios podem modular atraves

de citocinas secretadas (Rosser and Mauri 2015).

34



OBJETIVOS

Investigar o efeito do resveratrol e do metotrexato em nanocépsulas sobre o
crescimento de glioblastoma multiforme e a modulagdo do sistema imune e do sistema

purinérgico nos efeitos mediados pelo MTX.

Objetivos Especificos

- Comparar a atividade antitumoral do trans-resveratrol em nanocépsulas e em solugdo

em ensaios pré-clinicos de glioblastoma (capitulo I).

- Verificar a atividade do metotrexato em nanocapsulas e em solugéo sob o crescimento
de glioblastoma in vitro e in vivo, buscando elucidar mecanismos além do classico

efeito antimetabolito (capitulo 11).

- Verificar o papel do metotrexato na modulacdo das enzimas E-ENTPDasel/CD39 e
ecto-5’-nucleotidase/CD73 e a influéncia nos linfocitos T do microambiente do

glioblastoma (capitulo I11).

- Elucidar a funcdo da enzima E-NTPDasel/CD39 e ecto-5’-nucleotidase/CD73 na

modulacéo do sistema imune por linfocitos B regulatorios (capitulo 1V).
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DISCUSSAO

O presente estudo buscou avaliar alternativas terapéuticas para o tratamento de
glioblastoma multiforme (GBM), além de procurar entender o papel dos sistemas
purinérgico e do sistema imune no contexto tumoral. GBM é uma neoplasia do sistema
nervoso central extremante mortal, com sobrevida média de 12 meses, sendo que 0
tratamento quimioterapico de escolha (temozolomida) ndo aumenta essa média mais que
dois meses (Alifieris and Trafalis 2015). O GBM foi historicamente caracterizado como
tumor de origem astrocitica de grau IV, o mais maligno dentre os gliomas. Recentes
estudos demonstram a origem desses tumores por células precursoras neuronais que, ao
sofrerem mutacGes, originam células precursoras tumorais com capacidade tanto de
comegar uma nova neoplasia quanto ser responsavel pela recidiva tumoral. De fato, a
recorréncia € uma das principais razdes para a baixa sobrevida dos pacientes com esse
tipo de céancer. Portanto, a baixa expectativa de vida dos pacientes estad diretamente
relacionada a falha da quimioterapia convencional, provavelmente por ndo combater de

forma eficiente células precursoras tumorais (Van Meir et al. 2010).

O GBM se desenvolve em um tecido com complexas barreiras fisiologicas, o
que limita a biodisponibilidade dos quimioterapicos e, consequentemente, leva a falha
terapéutica. Células endoteliais justapostas, que caracterizam a barreira
hamatoencefalica, funcionam como um obstaculo fisico de transposicdo de farmacos.
Além disso, mecanismos de resisténcia a multidrogas, através, principalmente, do
efluxo de farmacos para o meio extracelular pela glicoproteina-P sdo apenas algumas
das justificativas para o péssimo prognéstico para pacientes com GBM (van Tellingen

et al. 2015). Neste contexto, buscam-se estratégias capazes de aumentar a
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biodisponibilidade dos quimioterdpicos no SNC, onde se destacam sistemas

nanoestruturados de liberacdo de farmacos.

Nesse trabalho, utilizamos nanocapsulas poliméricas que funcionam como um
sistema reservatorio, capaz de aumentar a concentracdo de farmacos no tecido
neoplasico. No capitulo | mostramos que o trans-resveratrol (RSV), composto ja
descrito com atividade contra gliomas (Gagliano et al. 2010), quando carreado por
nanocapsulas lipidicas (RSV-LNCs) diminuiu in vitro a viabilidade das células de GBM
na concentracdo de 5 pM, diferentemente do RSV em solugdo que reduziu
significativamente a viabilidade das células somente com 25 uM (Capitulo I, Figura 1).
Resultados similares, da diferenca da toxicidade em concentracdes menores, entre RSV
e RSV carreado ja haviam sido demonstrados com nanoparticulas constituidas por
polimeros anfifilicos (incorporados com PEG) em células de glioma, justificando o
aprofundamento de estudos com essa molécula em nanocapsulas (Shao et al. 2009). A
maior atividade nos experimentos in vitro pode ser explicada pela maior captacdo do
RSV-LNCs em comparacdo ao RSV em solucdo e também ao rapido metabolismo das
células cancerigenas, que aumentam a eficiéncia da captacdo dessas particulas (Teskac
and Kristl 2010). Além disso, uma vez internalizadas, uma unica nanocapsula pode
carrear varias moléculas de substancias ativas, no caso 0 RSV. Esta diminuicdo na
viabilidade celular causada pelo tratamento com RSV-LNCs foi precedida por uma
parada no ciclo celular de forma dependente da concentracdo, na fase S com 25 uM e na
fase G, com 50 uM (Capitulo I, Figura 2). A inibicdo da progressédo do ciclo celular na
fase Gi, pelo tratamento com RSV (100 uM), foi previamente mostrada em células
U251 de glioma, sendo justificado pela diminui¢cdo da ciclina D1, uma proteina

importante para a progressdo do ciclo celular desde as fases iniciais (Jiang et al. 2005).
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Por outro lado, concentragdes menores de RSV (30 uM) tém sido relacionadas com
parada em fases seguintes do ciclo celular, como, por exemplo, acimulo na fase S em
diferentes linhagens de glioma (Filippi-Chiela et al. 2011). Portanto, a inibicdo na
progressdo do ciclo celular pelo RSV parece estar intimamente associada a

concentracéo e tipo celular.

Além disso, o tratamento por 24 h com RSV-LNCs levou a morte celular apoptética
ao contrario do RSV em solucdo que ndo causou o mesmo efeito (Capitulo I, Figura 3).
O RSV tem sido descrito por induzir apoptose em células tumorais por mecanismos
variados (Harikumar and Aggarwal 2008), como, por exemplo, aumento da expressdo
de caspase-3 ativa, aumento da liberacdo de citocromo-c pelas mitocdndrias (Jiang et al.
2005, Zhang et al. 2007) e diminuicdo da fosforilacdo da Akt (Castino et al. 2011).
Embora citotoxico e citostatico as células tumorais, RSV-LNCs ndo se mostrou toxico
para as culturas organotipicas, modelo de celulas neurais saudaveis (Capitulo I, Figura
4). Esse efeito seletivo pode ser compreendido pela maior captacdo das nanoparticulas
por células neoplasicas em comparagdo as células ndo tumorais (Khuda-Bukhsh et al.

2010).

Em experimentos in vivo, utilizando modelo de glioma implantado em cérebro de
ratos, observamos uma consideravel reducdo do volume tumoral (87% + 27%) apos 10
dias de tratamento com RSV-LNCs. Essa reducdo foi acompanhada por diminuicdo de
algumas caracteristicas de malignidade, através de analise histopatoldgica (Capitulo I,
Figura 5, 6 e Tabela 1). Estes efeitos também foram mais pronunciados apds tratamento
com RSV-LNCs quando comparados com o tratamento com RSV em solucgdo.
Previamente, nosso grupo mostrou que essas mesmas nanocapsulas foram capazes de

carrear indometacina para a regido tumoral de ratos com glioma implantado no cérebro,
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enquanto que o farmaco na sua forma livre ndo foi detectavel nesse tecido, estando de
acordo com a maior atividade antitumoral in vivo da indometacina em LNCs (Bernardi
et al. 2009). Além disso, também demonstramos que o proprio RSV atinge mais o SNC
de ratos quando carreado em nanocapsulas em comparacao ao RSV solucdo, sem causar

aumento em marcadores bioquimicos de toxicidade (Frozza et al. 2010).

Tseng e colaboradores 2004 demonstraram que o tratamento com RSV 40mg/kg foi
capaz de diminuir o volume e aumentar a sobrevida de ratos com glioma implantado no
flanco dos animais. Por outro lado, em glioma implantado no cérebro dos ratos uma
dose de 100 mg/kg foi necesséria para diminuicdo desses parametros (Tseng et al.
2004). Em outro estudo, publicado no ano seguinte a publicacdo apresentada no capitulo
I, foi observado uma maior diminui¢do no volume tumoral com tratamento do RSV em
nanoparticulas, em ratos com glioma, na concentracdo de 15 mg/kg apds quatro
administracdes, quando comparado ao composto em solucdo (Guo et al. 2013). Esses
resultados demonstram que o uso da nanotecnologia é capaz de diminuir a dose
necessaria capaz de produzir diminuicdo do volume tumoral em gliomas e estdo de

acordo com o maior efeito in vivo demonstrados em nosso trabalho (capitulo I).

Seguindo nossa pesquisa para novas possibilidades terapéuticas para tratamento de
GBM, no Capitulo I, comparamos as atividades do MTX em nanocapsulas lipidicas
(MTX-LNCs), MTX em solucéo e diester de metotrexato (MTX-(OEt),). Inicialmente,
buscamos aumentar a eficiéncia de encapsulacdo (EE) do MTX nas LNCs. Em estudo
prévio realizou-se a encapsulacdo do MTX utilizando o polimero poli-caprolactona de
massa molecular de 65 kDa e obteve-se uma EE de 18 + 3% (Oliveira et al. 2013). A
fim de tentar melhorar a EE, no presente trabalho, utilizamos o polimero com massa

molecular de 14,5 kDa. Verificou-se que a utilizacdo do polimero com menor massa
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molecular aumentou a EE do MTX para 47 + 5%. Isso se deve ao possivel aumento da
interacdo por pontes de hidrogénio entre o MTX e as LNCs, pelo aumento da porcéo
amorfa nas paredes deste polimero. Juntamente com esse aumento na EE do MTX, a
encapsulacdo desse farmaco demonstrou adequadas caracteristicas fisico-quimicas,
como diametro de particula, indice de polidispersao e potencial zeta (Capitulo I, Tabela
1). Além disso, como mostrado no Capitulo 1, Figura 1, MTX-LNCs se mostrou estavel
ap6s 30 dias de preparacdo, com valores similares de diametro de particula,

concentracdo de farmaco e indice de polidisperséo.

Também investigamos se o aumento da lipofilia do MTX, por insercdo de dois
ésteres a molécula, poderia aumentar a atividade frente a modelos de glioma, utilizando
um diéster de MTX previamente sintetizado (Oliveira et al. 2013) uma vez que

moléculas mais lipofilicas conseguem atravessar a BHE mais facilmente.

A partir dessas alternativas tecnologicas, desenvolvemos um screening inicial com
MTX em solucdo, MTX em nanocépsulas e com diéster de MTX (MTX-(OEt,)) para
avaliar a viabilidade sobre células de glioma. Apds 24 h de tratamento, observamos que
MTX-LNCs reduz a viabilidade de linhagem de glioma C6 com 2 uM, diferentemente
do MTX e MTX-(OEt), que necessitam 4 uM para um efeito significativo (Capitulo 11,
Figura 2). Como explicado anteriormente, essa diferenca pode ser resultado da maior
internalizacdo de MTX quando veiculado em LNCs, visto que as nanocapsulas
apresentam captacdo por células tumorais e que sdo capazes de concentrar varias
moléculas de MTX dentro das células. Confirmando esse conceito, aumento da
atividade in vitro em linhagem de céancer cervical foi demonstrado para MTX carreado
por nanoparticulas frente ao composto em solu¢do, demonstrando maior captacdo das

nanoparticulas pelas células tumorais (Chen J. et al. 2013a).
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Visto que MTX e MTX-(OEt), ndo mostraram diferenca de atividade anti-glioma,
seguimos os estudos in vitro utilizando somente MTX e MTX-LNCs. Os tratamentos
com MTX e MTX-LNCs, ambos a 4 uM, foram capazes de extinguir a fase Go/M do
ciclo celular da linhagem C6 de glioma, aumentando a porcentagem de células na fase
G; (Capitulo 11, Figura 3). A inibicdo da progressdo do ciclo celular é um evento
classicamente descrito para o MTX, considerando que inibe a sintese de purinas e
pirimidinas. Nesse contexto, 0 MTX também tem sido descrito por causar o acumulo de
células ndo s6 na fase S, mas também na fase G; do ciclo celular (Murawala et al.
2014). Esse aumento de células na fase G; pode ser consequéncia da possivel inibi¢do
na sintese de proteinas imposta pelo MTX, com consequente bloqueio no checkpoint da
fase G, limitando a entrada de células na fase S. Além disso, as células que entram na
fase S ndo sintetizam os nucleotideos necessarios a sintese de DNA, uma vez que a
sintese de timidina é inibida pelo MTX, diminuindo, assim, as células na fase G,/M e a

proliferacdo tumoral.

Além da esperada atividade antiproliferativa, n6s também buscamos avaliar o papel
citotoxico do MTX na linhagem C6 de glioma. MTX-LNCs induziu as células de
glioma a apoptose enquanto MTX em solucdo, ambos a 4 UM, ndo causou nenhum
efeito nesse ensaio. Novamente, essa maior atividade in vitro do MTX quando carreado
nas LNCs indica uma maior concentracdo intracelular em comparacdo ao farmaco em
solucdo. O MTX foi descrito por causar apoptose em outras células cancerigenas
quando carreado por micelas (Chen Y. et al. 2013b) ou nanoparticulas (Nogueira et al.
2013) com maior atividade frente ao MTX em solucdo. A fim de confirmar a inducéo de
apoptose e expandir seu entendimento, nés quantificamos a expressdo da caspase-3

ativa apds tratamento com MTX-LNCs. O tratamento aumentou a expressao dessa
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proteina em relacdo as LNCs sem o farmaco inserido, o que reforca a inducdo de

apoptose por esse farmaco nanoencapsulado (Capitulo Il, Figura 4 e 5).

Buscando avaliar se MTX-LNCs poderia também atuar in vivo, nds testamos sua
atividade em modelo de glioma implantado em cérebro de ratos. Como visto no
Capitulo 11, Figura 6, MTX-LNCs diminuiu em 56% o volume tumoral apés 10 dias de
tratamento em maior proporcdo que o farmaco em solugdo (11%). Similarmente ao
resultado com MTX em solugdo, MTX-(OEt)2 ndo diminui o volume tumoral
(resultados ndo mostrados), podendo ser explicado pela rapida conversdo dos ésteres em
MTX in vivo. Para confirmar a atividade pro-apoptotica do MTX-LNCs ja verificada in
vitro, nos avaliamos a propor¢do de apoptose no tecido tumoral apos tratamento com
MTX-LNCs in vivo. O tratamento dos animais com essa formulacdo aumenta para 55%
a porcentagem de apoptose no tecido tumoral, composto predominantemente por células
de glioma. Resumidamente, MTX-LNCs diminui o volume tumoral e induz apoptose,
em modelo in vivo de glioma, em proporcdes similares de porcentagem. Ainda,
verificamos que o tratamento com MTX-LNCs reduz a expressdo da proteina
antiapoptdtica BCL-2 em comparacao ao controle. Tomados em conjunto, os resultados
apresentados indicam que MTX-LNCs ndo somente funciona como um farmaco
antimetabdlito, inibindo a progressao do ciclo celular, mas também é capaz de induzir
apoptose nas células de glioma. A combinagdo dos resultados in vitro e in vivo sugere
uma ativacdo da via intrinseca da apoptose. O MTX-LNCs funcionaria como um
estimulo pro-apoptético, levando a diminuicdo da proteina antiapoptética BCL-2,
fazendo com que citocromo c¢ seja liberado da mitocdndria para transformar a pro-

caspase-3 inativa em caspase-3 ativa, com consequente apoptose celular. MTX carreado
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por nanoparticulas também foi descrito por aumentar a concentracdo de caspase-3 ativa

em linhagem de adenocarcinoma gastrico e cancer de mama (Afshari et al. 2013).

O Metotrexato possui baixa permeabilidade in vivo 0 que pode levar a uma
biodisponibilidade subterapéutica no SNC ou a necessidade de utilizacdo de altas doses
desse farmaco para um tratamento de tumores malignos cerebrais (Cooper et al. 2015,
Wolff et al. 2011). Pensando nisso, a utilizacdo de nanocapsulas poliméricas aumentou
tanto a atividade in vitro quanto in vivo do MTX. Outros sistemas carreadores também
tém sido propostos para sobrepujar problemas farmacocinéticos desse farmaco, podendo
diminuir a toxicidade por aumento da especificidade a regido tumoral com reducéo de
dose (Abolmaali et al. 2013). Outro dado relevante é que o tratamento dos ratos com
MTX-LNC por 10 dias ndo causou alteracdo em marcadores bioquimicos como glicose
e colesterol e nem em marcadores de toxicidade tecidual, como creatinina, fosfatase
alcalina, ALT e AST (Capitulo Il, Tabela 2). Por outro lado, apos 10 dias de tratamento
com MTX-LNCs, houve reducdo na quantidade de leucocitos (Capitulo 11, Tabela 3).
Essa diminuicdo foi principalmente mediada por uma diminui¢cdo na populacdo de
neutrofilos. Neutropenia é um efeito adverso ja descrito para o MTX, mesmo em baixas
doses. Apesar de ndo obrigatoriamente aumentar o risco de infeccdo, é necessario a
avaliacdo constante dos pacientes em tratamento com esse farmaco, com possiveis

ajustes de doses (Inagaki et al. 2014).

Em conjunto, o aumento da atividade do RSV (Capitulo 1) e do MTX (Capitulo 1)
contra GBM quando nanoencapsulados pode ser explicado por uma série de fatores
pelos quais as LNCs desempenham sua funcéo de carreadores de farmacos, a citar: as
LNCs ndo sdo reconhecidas por fagécitos na circulacdo sistémica; as LNCs podem

atravessar a BHE, uma vez que a mesma se encontra mais permeavel nas neoplasias;
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esses sistemas de veiculacdo também conseguem sobrepujar mecanismos de resisténcia
a multidrogas, tanto em células endoteliais como nas proprias células tumorais. Ainda,
LNCs, por serem estruturas grandes em comparacdo as moléculas de RSV e MTX,
podem ficar retidas por mais tempo em um sistema linfatico deficiente, presente nos
tumores, aumentando a concentragdo de RSV-LNCs e MTX-LNCs nas areas
peritumorais (Brigger et al. 2002, Frank et al. 2015). Portanto, dados da literatura
suportam os resultados apresentados nesses capitulos da presente Tese, da maior
atividade frente aos compostos em solugdo, tanto em modelo de glioma in vitro quanto
in vivo. Dessa forma, conclui-se que essas formulagcbes podem ser alternativas

promissoras para ensaios clinicos em pacientes com GBM.

Uma terceira hipotese que foi avaliada nessa Tese foi os efeitos do MTX sobre a
sinalizacdo purinérgica, especialmente sobre a sinalizagdo da adenosina, e sobre as

enzimas extracelulares envolvidas na sua producéo.

O MTX tem sido estudado por aumentar a concentracdo dos nucleotideos da adenina
no meio intracelular, o que poderia levar a um aumento desses nucleotideos no meio
extracelular por gradiente de concentragdo e/ou exocitose. Uma vez no meio
extracelular, esses nucleotideos, por acdo das ecto-nucleotidases, poderiam aumentar a
concentracdo de adenosina que desempenha fungdo imunossupressora em modelo de
inflamacdo em ratos (Montesinos et al. 2007). Além disso, sabe-se que 0 MTX é capaz
de inibir a enzima adenosina deaminase (ADA) de linfocitos Teff, responsavel pela
metabolizacdo de adenosina a inosina, que ajudaria para a manutencéo de altos niveis de
adenosina apoés tratamento com MTX (Mandapathil et al. 2010, Riksen et al. 2006). No
capitulo 111, mostramos que o MTX pode aumentar a expressdo de enzimas do sistema

purinérgico ancoradas a membrana plasmatica da célula, principalmente a enzima ecto-
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5’NT/CD73, culminando em aumento na producdo de adenosina no meio extracelular,
mecanismo além das atividades j& descritas de interferir no equilibrio de nucleotideos

do meio intra e extracelular e na regulagdo da ADA.

Primeiramente, mostramos que o tratamento dos ratos com MTX-LNCs por 10 dias
ndo alterou a expressdo da enzima E-NTPDasel/CD39 na totalidade das celulas do
microambiente dos gliomas (MAG), através do isolamento e analise do tecido tumoral
como um todo. De forma semelhante, a atividade das ectonucleotidases através da
incubagdo com ADP e ATP, também ndo foi alterada nesse tecido isolado.
Especificamente, nas células CD3"CD4", que sdo basicamente constituidas por células
T auxiliares no microambiente tumoral, também ndo houve diferenca na expressdo da
enzima CD39 apds tratamento com MTX-LNCs. Por outro lado, houve um aumento na
expressdo da enzima CD39 na superficie de linfocitos CD3*CD8" (Capitulo 111, Figura
1D), esse fendtipo caracteriza principalmente linfocitos T-citotoxicos, que ja foram
descritos por expressarem a enzima CD39 em sua membrana e que sua expressao esta
relacionada a citotoxicidade dessas células (Gouttefangeas et al. 1992). No entanto, esse
trabalho citado, isoladamente, ndo assegura o total entendimento da enzima CD39 no
poder citotoxico dessa subpopulacdo de linfécitos-T. Recentemente, tem se
demonstrado que a presenca dessa enzima na membrana de células CD8*CD127'°" é um
indicativo de uma subpopulacdo com capacidade regulatoria, capaz de suprimir células
efetoras do sistema imune (Parodi et al. 2013), assim como foi previamente
demonstrado para os linfécitos Treg classicos (CD4*CD25""Foxp3*)(Mandapathil et
al. 2009a). Portanto, mais estudos sdo necessarios principalmente para delimitar as
populacdes de linfocitos CD8™ que expressam a enzima CD39 e a funcdo em cada uma

delas.
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Mostramos também in vitro que as células de glioma C6 aumentam a atividade
AMP4asica apds o tratamento com MTX (Capitulo 111, Figura 2). Em estudos prévios em
nosso laboratério, mostramos que tanto a dexametasona quanto a indometacina,
farmacos também com atividade anti-inflamatoria, aumentaram a atividade da enzima
ecto-5’-NT/CD73, estando de acordo com resultados apresentados para o MTX
(Bavaresco et al. 2007, Bernardi et al. 2007). Essa analise nos instigou testar a atividade
da enzima ecto-5’-NT/CD73 também em modelo de glioma implantado em cérebro de
ratos. Apos o tratamento dos animais por 10 dias com MTX-LNCs, observamos um
aumento na expressdo e na atividade da enzima ecto-5’-NT/CD73 em células do
microambiente do glioma (MAG) (Capitulo 111, Figura 3A e 3B). Esse aumento geral da
expressdo de ecto-5’-NT/CD73 é resultado ndo s6 do aumento da enzima nas células de
glioma, mas também pelo aumento da expressdo da ecto-5’-NT/CD73 em ceélulas
CD3'CD4" e CD3"CD8" (Capitulo 111, Figura 3C e 3D). Esse aumento da expressdo em
diferentes células do MAG pode elevar a producdo de adenosina no tecido tumoral, que

ja possui concentracdes supra-fiosiologicas desse nucleosideo (Wink et al. 2003).

Classicamente, a inibicdo da enzima ecto-5’-NT/CD73 tem sido estudada como
alternativa para diminuir a proliferacdo de células tumorais, uma vez que
superexpressam essa enzima (Corbelini et al. 2015). A inibicdo da enzima ecto-5’-
NT/CD73 pode induzir células neoplasicas a apoptose (Serra et al. 2011), como tambem
demonstrado por nos no trabalho apresentado no anexo 1. Por outro lado, altos niveis de
adenosina também podem levar a morte de células tumorais, como previamente descrito
para outros farmacos imunossupressores como a dexametasona (Bavaresco et al. 2007)
e indometacina (Bernardi et al. 2007) as quais aumentam a expressdo da enzima ecto-

5’NT/CD73. Nesse contexto, nossa hipotese ¢ de que a adenosina se ligaria aos seus
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receptores, principalmente receptor A3 levando a morte das células tumorais (Kim et al.
2012). Esses dois mecanismos antagonicos mediados pela adenosina, produzida pela
enzima ecto-5’NT/CD73 no meio extracelular, remete a complexidade desse sistema no
contexto neoplasico, onde a faixa de concentracdo de adenosina € fator fundamental
para efeito anti- ou pro-tumoral. No capitulo Il demonstramos que 0 mesmo tratamento
aplicado no capitulo I1l, com MTX-LNCs 1mg/kg/dia por 10 dias, levou a diminuigdo
do volume tumoral. Dessa forma, a reducdo do glioma pode estar relacionada com o
aumento de adenosina no tecido tumoral nesses 10 dias de tratamento, através da

ligacdo aos receptores de adenosina nas proprias células de glioma.

Por outro lado, altos niveis de adenosina no meio extracelular tém sido
extensivamente relacionados a supressédo de células imune, mediada principalmente por
receptor de adenosina Aza, 0 que poderia levar a um ambiente imunossuprimido/pro-
tumoral (Sitkovsky 2009). Nesse sentido, o tratamento dos ratos com MTX-LNCs
diminuiu a porcentagem de células CD3"CD4" e CD3"CD8" no microambiente tumoral.
Essas celulas, que constituem principalmente os linfocitos T efetores, podem ter sido
moduladas pelos altos niveis de adenosina, gerada pelo aumento da expressdo da
enzima ecto-5’-NT/CD73 através do tratamento com MTX-LNCs, para néo
proliferarem e/ou ndo serem recrutados. O MTX foi descrito por induzir apoptose e
delecdo clonal em linfocitos T ativados, sendo adenosina parcialmente envolvida nesse
efeito (Genestier et al. 1998). Por isso, outros mecanismos inerentes ao MTX,
independentes dos mediados pela adenosina, também devem estar atuando na
imunossupressdao em linfocitos T, como por exemplo, modulacdo da secrecdo das

citocinas e inibicdo da sintese de timidina (Genestier et al. 1998, Wessels et al. 2007).
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Como dito anteriormente, a inibicdo de linfocitos Teff pela adenosina € um processo
bem definido. No entanto, para nossa surpresa, o tratamento com MTX-LNCs também
reduziu a porcentagem dos linfécitos Treg no microambiente tumoral (Capitulo I1lI,
Figura 5D). Embora linfocitos Treg possuam receptor de adenosina A,a, hdo ha estudos
que demonstrem uma possivel supressao desses linfocitos mediados pelo MTX e/ou
pela adenosina. De fato, o tratamento com MTX-LNCs aumenta ainda mais a
concentracdo de adenosina no microambiente dos gliomas, ao qual ja possui altos niveis
desse nucleosideo, através do aumento da expressao da enzima ecto-5’-NT/CD73. Esses
altos niveis de adenosina com o tratamento diario por 10 dias, juntamente com outros
mecanismos atribuidos ao MTX, poderia ndo apenas suprimir linfocitos Teff, mas
também linfocitos Treg, que possuem papel central na imunossupressao pro-tumoral em
gliomas. Com a diminuicdo de linfécitos Treg no MAG, e consequente diminui¢do da
imunossupressao, células efetoras poderiam ser recrutadas e diferenciadas a fim de
transformar o sistema imune de pro- para antitumoral. Diferentes tratamentos tém sido
descritos por diminuir linfocitos Treg de maneira independente a adenosina, por
exemplo, curcumina foi capaz de diminuir a supressdo mediada por Tregs, diminuindo
também a expressdao de marcadores como CD25 e Foxp3, o que pode ser explicado pela
diminuicdo da producdo de IL-2, fundamental para essas células regulatorias in vitro
(Zhao et al. 2012). No mesmo sentido, sorafenibe aumenta a resposta de células efetoras
por diminuir a supressao mediada por linfocitos Treg em pacientes com carcinoma
hepatocelular, o que foi correlacionada com a producdo das citocinas IL-2 e IL-6
(Cabrera et al. 2012). Em outro estudo, ciclofosfamida, um quimioterapico com
caracteristicas imunossupressivas, diminuiu seletivamente a quantidade de linfocitos

Treg circulantes em pacientes com cancer terminal, permitindo o reestabelecimento das
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funcbes de linfocitos Teff e células NK, com um melhor controle no crescimento

tumoral (Ghiringhelli et al. 2007).

Resumidamente, como mostrado no esquema 1, postulamos que o tratamento
realizado com MTX-LNCs é capaz de aumentar a expressdo da enzima ecto-5’-
NT/CD73 no microambiente dos gliomas, a qual j& possui niveis elevados de adenosina,
favorecendo ainda mais a formacgéo de adenosina pericelular. O aumento da adenosina
poderia aumentar a morte das células de glioma via receptor A3 de adenosina e/ou
contribuir para a diminuicdo da resposta imune pré-tumoral no MAG, pela diminuicéo
de linfdcitos Treg. A diminuicdo desses linfocitos poderia favorecer o recrutamento de
células do sistema imune capaz de estabelecer uma imunidade antitumoral. No entanto,
um aprofundamento desse estudo € necessario, utilizando agonistas e antagonistas de
receptores P1 de adenosina em co-cultura entre células de glioma e linfocitos, para
melhor compreendermos o papel do aumento da expressdo de ecto-5’-NT/CD73 e

adenosina no MAG.
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Esquema 1. Metotrexato aumenta a expressdo da enzima CD73 nas células de
glioblastoma e em linfocitos T auxiliares (CD3"CD4") e T citotdxicos (CD3'CD8").
O actmulo de adenosina poderia levar a morte nas células de gliomas e supressdo de
linfocitos T, incluindo T regulatérios (CD4'CD25™"), o que poderia causar o

recrutamento de células imune e reestabelecimento da imunidade anti-tumoral.

No capitulo 1V buscamos explorar o papel do sistema purinérgico em linfécitos B
regulatorios (Bregs) que, diferentemente dos linfécitos Treg, ainda ndo possuiam
estudos sobre a funcdo das enzimas CD39 e ecto-5’-NT/CD73 em humanos. Nos
linfocitos Treg, a enzima CD39 e fundamental para a producdo de AMP, o qual sera
convertido a adenosina por acdo de enzimas de células circundantes. A adenosina, por
sua vez, possui acdo imunossupressora com importante papel em doencas autoimunes e
cancer (Andre et al. 2009, Mandapathil et al. 2009b). Sobre linfocitos B, Saze e
colaboradores 2013 mostraram que linfocitos B ativados sdo capazes de suprimir
linfocitos Teff enquanto que linfocitos B ndo ativados sdo capazes de aumentar a
proliferacdo dessas células (Saze et al. 2013). De fato, linfocitos B classicamente foram
descritos por aumentar as respostas imunoldgicas, através, principalmente, da producédo
de anticorpos que coordenam o sistema imune. No entanto, estudos recentes
demonstram que uma subpopulacdo desses linfocitos é capaz também de suprimir a
resposta imune através principalmente da producdo de IL-10 (Rincon-Arevalo et al.

2015).

No capitulo 1V, demonstramos que a enzima ENTPDasel/CD39 possui papel
central na regulacdo mediada por linfécitos B humanos. Anteriormente havia sido
descrito que linfocitos B co-expressam as enzimas CD39 e ecto-5’-NT/CD73 em mais

de 80% das células, sendo que em torno 90% dos linfocitos B sdo CD39™ (Saze et al.
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2013). Partindo desse principio, demonstramos que linfocitos B ativados com IL-4 e
CD40L aumentam a expressdao da enzima CD39, produzindo uma subpopulacdo
CD39"9" (Capitulo 1V, Figura 1C e 1D), enquanto a enzima ecto-5’-NT/CD73 nio sofre
acdo dessa ativacdo exdgena. O aumento da expressao da enzima CD39 em um estado
ativado nos instigou estudar mais profundamente essa subpopulagdo, uma vez que
trabalhos anteriores demonstraram o papel central dessa enzima na acdo de linfocitos

Treg (Mandapathil et al. 2009a).

Linfocitos Breg foram inicialmente descritos em camundongos com um fenotipo
bem diferente dos identificados posteriormente em humanos. Fenotipicamente, essas
espécies diferem consideravelmente, mas convergem no papel central desempenhado
pela IL-10 na imunomodulagdo (Stanic et al. 2014). O fenotipo de linfocitos Bregs
ainda ndo esta totalmente delimitado e estudos demonstram que linfocitos B humanos
CD19'CD25"" ¢ CD19*CD24*"""CD38"" tém capacidade de suprimir células
efetoras (Blair et al. 2010, de Andres et al. 2014, Kessel et al. 2012). No capitulo 1V,
Figura 3, demonstramos que linfécitos B CD39™¢" possuem expressao de marcadores ja
descritos para linfécitos Breg humanos, como, por exemplo, aumentada expressao dos
marcadores CD25 e CD38. Além disso, também demonstramos que linfécitos B
CD39™" e CD39"" possuem maior expressio da enzima ecto-5’-NT/CD73
(aproximadamente 90%) em relagdo a linfocitos CD39™9 (aproximadamente 709%,
Capitulo 1V, Figura 2). Estudos em camundongos demonstram a importancia da enzima
ecto-5’-NT/CD73 dos linfocitos B na supressdo de células efetoras e a contribuicao
dessa enzima na modulacdo do sistema imune e progressao tumoral (Forte et al. 2012,

Kaku et al. 2014).
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De acordo com essa alta expressdo das enzimas CD39 e ecto-5’-NT/CD73 na
subpopulacdo de linfécitos B CD39"%" uma aumentada concentracdo de AMP e
adenosina foi produzida por essas células. Linfécitos B CD39"" produzem
aproximadamente o dobro de AMP e adenosina que linfocitos B CD39'™, enquanto que
linfocitos CD39™"°" produzem quantidades irrisérias desse nucleotideo e nucleosideo.
A fim de confirmar esses resultados e sua funcionalidade, bloqueamos a enzima com
um anticorpo especifico a proteina CD39. Os resultados demonstram que a enzima
CD39 esté claramente envolvida com os altos niveis de AMP e adenosina, uma vez que
sua inibicdo reduz significativamente a producdo desse nucleotideo e nucleosideo
(Capitulo 1V, Figura 4A e 4B). Esses resultados sugerem que o aumento da propor¢éo
de linfocitos B CD39"9" apés ativacdo, com producdo de altos niveis de AMP e
adenosina, pode desempenhar um papel supressor que vai além da histérica funcéo de

linfocitos B na secrecdo de anticorpos.

Buscando confirmar essa hipotese, resolvemos analisar a producdo de IL-10 pelos
linfocitos B CD39™9, CD39™" e CD39"" Os resultados mostraram que a
subpopulacdo CD39"9" além de produzir altos niveis de adenosina, também produz
mais IL-10 que as outras duas subpopulacdes, que € a principal citocina supressora
descrita para linfécitos Breg (Stanic et al. 2014). Recentemente foi demonstrada uma
correlacdo entre IL-10 e a producdo de adenosina em linfocitos B de camundongos.
Células B1 de camundongo e knockout para IL-10 tiveram uma reduzida producdo de
adenosina, mostrando que pode haver uma relacdo entre a quantidade de IL-10 e a
producdo de adenosina, as quais podem estar trabalhando em sincronia para mediar a

supressdo desempenhada por linfocitos Breg (Kaku et al. 2014).
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Outro fator importante demonstrado no trabalho apresentado no capitulo IV (Figuras
6) é a proliferacio das subpopulacdes de linfocitos B. A porcdo CD39"" desses
linfécitos possuem alta capacidade proliferativa, ao contrario das fracdes CD39'" e
CD39™" que praticamente ndo proliferam quando ativadas. Esse aumento na
proliferacdo da subpopulagdo CD39"" nos mostra que ndo apenas a expressio da
enzima CD39 pode estar sendo aumentada, mas que as células CD39"%" estio
produzindo células filhas com uma alta expressdo dessa enzima. Nesse sentido,
analisamos a producdo de citocinas pelas subpopulacées CD39'°", CD39'™*" ¢ CD39"9",
como visto no Capitulo IV Tabela 1, linfocitos B CD39™" secretam uma maior
quantidade de IL-6, GM-CSF e TNF-a do que as outras duas subpopulag¢des. Linfocitos-
B tém sido descritos por aumentar a quantidade de IL-6 quando ativados (Yehudai et al.
2012) e esse aumento tem sido correlacionado com aumento da diferenciacdo de
linfocitos Breg (Rosser et al. 2014). De forma semelhante, GM-CSF tem sido descrito
por ajudar na diferenciacdo de linfocitos B naive em linfocitos Breg (Deng and
Galipeau 2012). TNF-a ¢é outra citocina produzida em maior escala em linfocitos B
CD39"%" e tem sido relacionada com proliferacdo de linfocitos B de forma autécrina
(Boussiotis et al. 1994). Em conjunto, o perfil de liberacdo de citocinas mediado em
proporcdes maiores para a subpopulacdo CD39"®" em comparacdo a CD39™¢ e

CD39"™" est4 em concordancia com o maior poder proliferativo dessa fracdo celular.

Nesse contexto, sabendo que linfocitos B expressam os receptores Az, Axa € Az de
adenosina (Saze et al. 2013), nés decidimos analisar se a intervencéo nesses receptores
poderia modular diferentemente a proliferacdo da subpopulacdo de linfocitos B
CD39"%" Recentemente, o nucleotideo AMP foi descrito como um potente agonista do

receptor A; de adenosina (Rittiner et al. 2012), por esse motivo, resolvemos testar se o
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tratamento com ATP e ATP mais AMPCP, um potente inibidor da enzima ecto-5’-
NT/CD73 que mantém o AMP no meio extracelular, seria capaz de interferir na
proliferacdo da subpopulagdo CD39™%" de linfécitos B. No entanto, o0 excesso de
adenosina ou AMP no meio extracelular ndo inibiu a proliferagdo nem a porcentagem
da fracdo CD39"9" de linfécitos B (resultados ndo mostrados). Considerando que nem
AMP nem adenosina inibem a subpopulacdo CD39"%", decidimos testar se 0 uso de
agonistas e antagonistas especificos para os receptores A;, Axa € Az, presentes em
linfécitos B, poderiam mediar algum efeito na proliferacdo dessas células.
Primeiramente, a ligacdo de um agonista especifico ao receptor A; aumentou a
proporcdo de linfécitos B CD39"%" ao qual foi revertido pelo uso do antagonista desse
receptor (Capitulo 1V, Figura 7B). Esse resultado sugere que a modulacdo do receptor
A1, mediado por adenosina e/ou AMP, pode levar a aumento da porcentagem de células

Breg (CD39"").

Além disso, como demonstrado no Capitulo IV (Figura 7A), o agonista do receptor
Aza aumenta a proliferacio e a porcentagem de células CD39"%" as quais tiveram seus
valores ndo apenas revertidos pelo antagonista desse receptor, mas reduzidos além dos
niveis de controle. Esse resultado conota um efeito enddgeno da adenosina, que pode
estar sendo revertido através do uso de antagonista, uma vez que ele isoladamente ja
causou diminuic&o na proliferacdo e porcentagem dos linfécitos B CD39"%". O receptor
Az € 0 principal receptor adenosinérgico na modulacdo do sistema imune. A expressao
do receptor A,a em linfdcitos Teff, por exemplo, tem sido relacionada a acéo inibitéria
enquanto Treg sdo ativados via receptor A, de adenosina (Ohta and Sitkovsky 2014).
Dessa forma, assim como linfocitos Treg, linfcitos Breg parecem ser estimulados pela

adenosina via receptores Aza.
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Portanto, os efeitos proliferativos na subpopulacio CD39"" mediados via
receptores A; e A,a possivelmente sdo mediados pelos altos niveis de adenosina
produzidos por essas células, embora ndo possamos descartar que o0 AMP, sabidamente
um agonista de receptor Al (Rittiner et al. 2012), possa estar desempenhando algum

efeito via esse receptor.

Considerando que a subpopulagdo CD39"%" de linfocitos B apresenta fenétipo e
mediadores imunossupressores como IL-10 e altos niveis de adenosina, nosso préximo
passo foi avaliar o efeito das trés diferentes subpopulacdes de linfocitos B sobre a
ativacdo e proliferacio de linfocitos Teff. Somente os linfocitos B CD39"" foram
capazes de diminuir tanto a ativagdo quanto a proliferacdo dos linfocitos Teff (Capitulo
IV, Figura 8). Essa capacidade supressiva pode ser explicada pelos altos niveis de
adenosina produzida por essas celulas, assim como pelos elevados niveis de IL-10 em
comparagdo aos outras subpopulagBes de linfocitos B. Estudos em camundongos
demonstraram que a adenosina tem um importante papel na imunossupressdao mediado
por linfocitos B. Entretanto, linfocitos B de camundongo apresentam diferentes niveis
de expressdo da enzima ecto-5’-NT/CD73 que é dependente da subpopulacdo
investigada (Kaku et al. 2014). Por outro lado, linfocitos Treg humanos tém sido
amplamente estudados quanto as enzimas CD39 e ecto-5’-NT/CD73 e o poder
supressivo mediado pela adenosina sobre células imunes efetoras, principalmente via
receptor A, de adenosina (Mandapathil et al. 2010). Por fim, analisamos a liberacéo de
citocinas apds co-cultura entre as diferentes subpopulacdes de linfocitos B e linfécitos
Teff. O capitulo 1V Tabela 2 demonstra um aumento na producéo de IL-6 na co-cultura
com a fracdo CD39"%" em comparagéo as células Teff e em relagdo as fragdes CD39™¢

e CD39"™" de linfocitos B. Além disso, linfocitos B CD39"9" produziram concentragées
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significativamente elevadas de IL-10 em comparacao aos linfocitos Teff, diferentemente
das subpopulacies CD39™ e CD39'™" que ndo alcancaram significancia. A IL-6
promove diretamente a diferenciacdo de linfocitos Breg e aumenta a producdo de IL-10,
sugerindo que essas citocinas podem desempenhar conjuntamente o papel supressivo de

linfocitos Breg (Rosser et al. 2014).

Resumidamente, linfécitos B quando ativados demonstram caracteristica supressiva
sobre linfocitos Teff (Saze et al. 2013). Além disso, ja foram caracterizados diferentes
fendtipos de linfocitos B com caracteristicas supressivas sobre o sistema imune (Blair et
al. 2010, Kessel et al. 2012). Complementarmente, foi descrito que uma subpopulacao
de linfocitos B de camundongos possui superexpressdo da enzima ecto-5’-NT/CD73,
mostrando capacidade supressiva em células imunes (Kaku et al. 2014). No capitulo 1V
dessa tese, como resumido no esquema 2, demonstramos que linfocitos B humanos
CD39"%" possuem marcadores de linfocitos Breg, alta expressédo da enzima ecto-5’-
NT/CD73, proliferam quando ativados, produzem altos niveis de adenosina e IL-10 e
sdo capazes de inibir linfécitos T efetores. Portanto, essa é a primeira vez que é
demonstrado o envolvimento da enzima CD39 na mediacdo de atividade
imunossupressora por linfocitos B humanos, sugerindo um possivel novo marcador

fenotipico e funcional para linfécitos B regulatorios.
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Esquema 2. Linfécitos B ativados possuem uma fracao que altamente expressa a
enzima CD39. Linfécitos B CD39™%" expressam marcadores regulatérios como CD25 e
CD38, além de produzir altos niveis de adenosina (ADO) e interleucina-10 (IL-10).
Adenosina pode tanto ativar os préprios linfécitos B CD39"" a proliferarem quanto

suprimir linfécitos efetores em cooperacéo com IL-10.
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CONCLUSOES

Gerais

v A veiculacdo do composto resveratrol e do farmaco metotrexato por
nanocapsulas lipidicas foi capaz de aumentar a resposta anti-tumoral desses
compostos em modelos pré-clinicos de glioblastoma.

v" O sistema purinérgico, principalmente via hidrdlise de ATP a adenosina pelas
enzimas CD39 e ecto-5’NT/CD73, tem papel importante na modulagdo do

sistema imune através de linfocitos B e T regulatdrios (Breg e Treg).

Especificas

v Resveratrol quando carreado por nanocapsulas aumenta a resposta contra
glioblastoma em comparacdo ao composto em solugéo, sugerindo um aumento
da biodisponibilidade intracelular (in vitro) e intratumoral (in vivo).

v' Em concordancia, metotrexato em nanocapsulas (MTX-LNCs) também diminui
em proporcoes maiores o crescimento de glioblastoma em relacdo ao farmaco
ndo carreado.

v' O efeito antiglioma mediado por MTX-LNCs pode ser explicado ndo somente
pelo classico efeito antiproliferativo, mas pela inducdo de apoptose através
diminuicdo da proteina antiapoptdtica BCL-2 e aumento da proteina caspase-3
ativa, sugerindo ativacdo da via intrinseca da apoptose.

v" O Metotrexato foi capaz de aumentar a expressdo e a atividade da enzima ecto-
5’-NT/CD73 em células do microambiente de ratos com glioblastoma
implantado, podendo assim gerar adenosina por um mecanismo ainda nao

descrito para esse farmaco.
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A adenosina gerada em concentragdes suprafisiologicas e por tempo prolongado
de tratamento pode ter contribuido ndo somente para a diminuigdo dos linfocitos
T efetores, mas também para a diminui¢do dos linfocitos T regulatérios no
microambiente do glioblastoma.

Em relagdo aos linfocitos B, uma fragdo que altamente expressa a enzima CD39
(CD39"") possui caracteristicas fenotipicas e funcionais de linfocitos B
regulatérios (Breg).

Linfocitos Breg produzem altos niveis de AMP e adenosina e podem ser
modulados pelos receptores A; e Aza, mas principalmente por ativagéo autocrina
através da adenosina em receptor Aza.

Linfocitos Breg (CD39"¥") foram capazes também de inibir a ativacdo e
proliferacdo de linfocitos T efetores, mostrando capacidade supressiva sobre o

sistema imune.
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PERSPECTIVAS

I. Determinar parametros farmacocinéticos e toxicoldgicos do RSV-LNCs e MTX-

LNCs em ratos.

Il. Desenvolver e validar nanocapsulas estéreis que possam ser administradas em

ensaios clinicos com esses compostos.

I1l. Determinar qual o envolvimento molecular do aumento de adenosina apos
tratamento com MTX na reducdo do volume tumoral através do uso de agonistas e
antagonistas dos receptores de adenosina, em co-cultura entre linfocitos e células de

glioblastoma.

IV. Investigar qual o mecanismo pelo qual MTX reduz a quantidade de linfocitos T
regulatérios no microambiente tumoral, através do uso de agonistas e antagonistas dos
receptores de adenosina em co-cultura entre esses linfocitos T isolados e células de

glioblastoma.

VI. Avaliar a frequéncia e importancia dos linfécitos B regulatérios na progressao de
glioblastoma, em relacdo as enzimas purinérgicas CD39 e CD73, em sangue periférico

de pacientes com glioblastoma.
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