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Resumo

Nucleotideos extracelulares sdo envolvidos em diversos processos patofisiologicos no sistema
nervoso central. Astrocitos sdo a maior fonte de nucleotideos extracelulares da adenina no cérebro e
também importantes alvos para as a¢des desses nucleotideos via receptores purinérgicos P2. As agoes
induzidas pela sinalizac¢@o purinérgica sdo reguladas pelas ecto-nucleotidases, que incluem membros
da familia das ecto-nucleosideo trifosfato difosfoidrolase (E-NTPDase), ecto-5’-nucleotidase (ecto-
5’N) e ecto-adenosina deaminase (ADA). Culturas de astrdcitos preparadas de hipocampo, cortex e
cerebelo de ratos foram capazes de rapidamente converter ATP extracelular a ADP, que foi entdo
hidrolizado a AMP. Os nucleosideos tri-fosfatados foram hidrolisados preferencialmente aos di-
fosfatados em todas as estruturas cerebrais. A analise cinética sugere que varias ecto-nucleotidases
estdo envolvidas nessa cascata enzimatica. Analises preliminares de mRNA por PCR indicaram que
astrocitos expressam multiplos membros da familia das NTPDases (NTPDasel a NTPDase3 e
NTPDase5/6). Por RT-PCR quantitativo (Real-time PCR), nés identificamos a NTPDase2 (CD39L1)
como a NTPDase predominante expressa por astrocitos de hipocampo, cortex e cerebelo de ratos.

Astrécitos do cerebelo apresentaram um padrao diferente para a hidrolise do AMP, com uma
atividade especifica 7 vezes maior, quando comparada com astrécitos de hipocampo e cortex. Uma
maior expressdo da ecto-5’N por RT-PCR foi identificada nessa estrutura. Nao houve acimulo de
adenosina extracelular em todas as estruturas estudadas, indicando a presenca de uma alta atividade
ecto-adenosina deaminase em astrdcitos. Dipiridamol aumentou significativamente os niveis de
inosina no meio extracelular de astrécitos de hipocampo e coértex, mas ndo em astrocitos de cerebelo.
Essas diferencas observadas podem indicar heterogeneidade funcional dos nucleotideos no cérebro.

Com o objetivo de investigar as enzimas envolvidas no catabolismo dos nucleotideos como
indicadoras da invasividade e agressividade dos gliomas malignos, nds avaliamos a degradacdo dos
nucleotideos extracelulares em cinco linhagens de gliomas diferentes € comparamos com astrocitos.
Todas as linhagens de gliomas examinadas apresentaram baixas razdes de hidrolise quando
comparadas com astrocitos. Resultados preliminares sugerem que a falta de expressdo da NTPDasel e
2 possam ser responsaveis pela baixa hidrolise de ATP nas linhagens de gliomas. Considerando que o
ATP ¢ reconhecido como um fator mitogénico que induz a proliferacdo em células de gliomas, a
substancial diminui¢do na hidrolise de ATP e ADP observadas em gliomas, sugere que alteracdes na
via das ecto-nucleotidases pode representar um importante mecanismo associado com a transformagao

maligna desse tipo de tumor.
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Abstract

Extracellular nucleotides have been implicated in diverse pathophysiological processes within
in the nervous system. Astrocytes are the major source of extracellular adenine-based nucleotides in
the brain and an important target for the actions of nucleotides mediated via type-2 purinergic
receptors (P,). The actions induced by purinergic signaling are regulated by ecto-nucleotidases,
including members of the ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolase family (E-NTPDase
family), ecto-5’-nucleotidase (ecto-5’N) and ecto-adenosina deaminase (ADA). Intact rat astrocytes
cultured from hippocampus, cortex and cerebellum were able to rapidly convert extracellular ATP to
ADP, that was in turn hydrolyzed to AMP. Tri-phosphonucleosides were hydrolyzed preferentially
over di- and mono-phosphonucleosides in all brain structures. Kinetics analyses suggest that several
ecto-enzymes are involved in this cascade. Preliminary mRNA analysis by PCR indicated that
astrocytes express multiple NTPDase family members (NTPDasel to NTPDase3 and NTPDase5/6).
By quantitative real-time PCR, we identified NTPDase2 (CD39L1) as a predominant NTPDase
expressed by astrocytes from hippocampus, cortex and cerebellum.

Astrocytes from cerebellum presented a distinct pattern for AMP hydrolysis with a 7-fold
higher specific activity than cortical or hippocampal cells. A higher expression of ecto-5'-N was
identified by RT-PCR in this structure. No accumulation of extracellular adenosine in all structures
studied was observed, indicating the presence of a very active ecto-adenosina deaminase in astrocytes.
Dipyridamol increased significantly inosine levels in the extracellular medium of hippocampal and
cortical, but not in cerebellar astrocytes medium. The differences observed may indicate functional
heterogeneity of nucleotides in the brain.

In order to characterize the enzymes involved in the purine nucleotide catabolism as indicators
of invasiveness and aggressiveness of malignant gliomas, the degradation of extracellular nucleotides by
five different glioma cell lines was investigated and compared with primary astrocytes. All glioma cell
lines examined presented low rates of ATP hydrolysis when compared with astrocytes. Preliminary
results point to a lack of expression of NTPDasel and 2 in can be responsible for the low ATP
hydrolysis in glioma cell lines. Considering that ATP is recognized as a mitogenic factor that induces
proliferation in human glioma cells, the substantial decrease in ATP and ADP hydrolysis observed in
gliomas leads us to suggest that alterations in the ecto-nucleotidases pathway may represent an

important mechanism associated with malignant transformation of this kind of tumor.
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1 Introducao

1.1 Nucleotideos extracelulares

Os nucleotideos extracelulares purinicos (ATP, ADP e o nucleosideo adenosina) e
pirimidinicos (UTP e UDP) s3o moléculas sinalizadoras importantes, as quais induzem
diversos efeitos bioldgicos via receptores celulares, nomeados purinoreceptores. Os efeitos
promovidos por essas moléculas atingem o organismo completo e incluem contragdo do
musculo liso, neurotransmissdo no sistema nervoso central e periférico, secre¢do exdcrina e
endocrina, resposta imune, inflamagdo, agregacdo plaquetaria, dor, modulacdo da fun¢do
cardiaca, entre outras (Ralevic e Burnstock, 1998).

Nos ultimos anos tem havido grandes avangos no conhecimento sobre os nucleotideos,
principalmente no que se refere a sua liberagdo nos fluidos extracelulares, sua degradagao

pelas ecto-enzimas e sobre os receptores que promovem seus efeitos (Communi et al., 2000).

1.1.1 Receptores

Os nucleotideos extracelulares exercem seus efeitos biologicos interagindo com
receptores presentes nas superficies das membranas celulares. Esses receptores sdo membros
de uma grande familia chamada na década de 70 de “purinérgicos”. Entretanto mais tarde foi
demostrado, que nao somente os nucleotideos da adenina, mas também os da uridina, agiam
sobre a mesma classe de receptores. Desde entdo, passaram a ser nomeados, mais
amplamente, de receptores de nucleotideos, embora a designacdo prévia ainda seja

empregada na literatura (Czajkowski e Baranska, 2002).



Os receptores que ligam nucleotidios e nucleosidios sdo divididos em receptores de
adenosina ou P1 e em receptores P2 (Figural). Os receptores P1 se subdividem em A, Ajx,
Asp e Aj e sdo responsivos a adenosina com o potencial agonista na ordem adenosina > AMP
> ADP> ATP. Enquanto os receptores A; e Az sdo acoplados a proteina G; e inibem a
adenilato ciclase, ambos tipos de receptores A, sdo acoplados a proteina Gs e estimulam a
adenilato ciclase (Ralevic e Burnstock, 1998; Czajkowski e Baranska, 2002).

Os receptores P2 ligam preferencialmente ATP e/ou UTP e seus derivados difosfato,
tendo uma afinidade muito baixa pelos derivados monofosfato (ATP> ADP> AMP>
adenosina). Sdo subdivididos em dois grandes grupos, os receptores ionotropicos P2X (P2X;.
7) € os receptores metabotropicos P2Y (P2Y;, P2Y,, P2Y4, P2Ye, P2Y,, P2Y ), € P2Y3)
( (Ralevic e Burnstock, 1998; Communi et al., 2001; Hollopeter et al., 2001;
Ziganshin et al., 2002; Czajkowski e Baranska, 2002).

A familia dos purinoreceptores estd em constante crescimento, como demonstrado pela
recente inclusdo do receptor P2Y 3 (Communi et al., 2001). Entretanto, apesar dos avangos
na descoberta de novos receptores por caracterizagdes moleculares e farmacologicas, até o
presente momento, ndo existem agonistas ou antagonistas capazes de diferenciar
adequadamente os receptores P2X e P2Y e seus respectivos subtipos. A Tabela 1 apresenta
um resumo dos principais agonistas e antagonistas para estas duas familias de receptores,

bem como a principal localizagao.
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Figura 1. Receptores de nucleotideos e seus efetores.

Os receptores P1 sdo ativados por adenosina e os P2 por ATP, ADP, UTP e¢ UDP. Os receptores
ionotropicos (P2X) formam canais ativados por ligantes. Ja os receptores metabotropicos (P1, P2Y)
sdo acoplados a proteina G que estimula a fosfolipase C (Gq) e estimula (Gs) ou inibe (Gi) a adenilato

ciclase. Adaptado de Czajkowski e Baranska (2002).



Tabela 1. Principais agonistas e antagonistas e localiza¢éo dos receptores Purinérgicos.

Receptor  Main distribution Agonists Antagonists

P1 (adenosine)

A Brain, spinal cord, testis, heart, autonomic CCPA, CPA DPCPX, CPX, XAC
nerve terminals

" Erain, heart, lungs, spleen CG521680 KF17837, SCH38261

A Large intestine, bladder MECA Enprofylline

A, Lung, liver, brain, testis, heart |IB-MECA, DBEX RM MRS51220, L268605

PzX

P2X, Smooth muscle, platelets, cerebellum, wfmedTP = ATP = 2meSATP THP-ATE P, NFO23
dorsal horn spinal neurones (rapid desensitization)

P2X, Smooth muscle, CNS, retina, chromaffin cells, ATP = ATPyS = 2meSATP »» o fmeATP  Suramin, PPADS
autonomic and sensory ganglia (pH + zinc sensitive)

P2X, Sensory neurcnes, NTS, some 2ZmeSATP = ATP = o, pmeATP TNP-ATE suramin,
sympathetic neurones (rapid desensitization) PPADS

P2X, CNS, testis, colon ATP == o fimeATP -

P2X, Proliferating cells in skin, gut, bladder, ATP == . fimeATP Suramin, PPADS
thymus, spinal cord

P2X, CMNS, motor neurones in spinal cord (does not function as =

homomultimer)

P2X, Apoptotic cells in immune cells, pancreas, BzATP = ATP = 2meSATP >> o imeATP KNBZ, KNO4,

skin, among others Coomassia brilliant
blue

P2y

P2Y, Epithelial and endothelial cells, platelets, 2me3ADP = 2meSATP = ADP = ATP MR52279, MR52179
immune cells, osteoclasts

P2Y, Immune cells, epithelial and endothelial cells, UTP = ATP Suramin
kidney tubules, ostechlasts

P2Y, Endothelial cells UTP = ATP REZ, PPADS

P2Y, Some epithelial cells, placenta, T cells, UDF = UTP == ATP REZ, PRADS, suramin
thymus

P2Y Spleen, intestine, granulocytes ARCETOEIMX = BzATF = ATPyS = ATP Suramin, RB2

P2Y Platelets ADP ARCETOBEMX,

ARCEHIO3TMX

Adaptado a partir de Burnstock (2001). (O recém clonado receptor P2Y 3 ainda ndo consta
nessa tabela.)

Abreviagdes usadas: a,-meATP, a,B-metileno ATP; 2MeSATP, 2-metiltio ATP; BzATP,2", 3’-O-(4-
benzoil)benzoil ATP; CCPA, 2-cloro-N-ciclopentiladenosina; CPA, N-ciclopentiladenosina; CPX, 8-ciclopentil-
1,3-dipropilxantina; DBX RM, 1,3-dibutilxantina-1-riboside-5"-N-metilcarboxamida; DPCPX, 8-ciclopentil-1,3-
dipropilxantina; Ins (1,4,5)P;,  inositol  (1,4,5)-trifosfato; IB-MECA,  N-(3-iodobenzil)-5'-N-

metilcarboxamidoadenosina; IPsl, diinosina pentafosfato; NECA, N-etilcarboxamidoadenosina; NTS, nucleus of



the solitary tract; PLC-, fosfolipase C-f3; PPADS, acido piridoxal fosfato-6-azofenil-2’,4’-disulfonico; RB2,

reactive blue; TNP-ATP, 2°,3"-0-(2,4,6-trinitrofenil) adenosina-5"-trifosfato; XAC, xantina amino congener.

1.1.2 O nucleotideo ATP e a transmissao purinérgica

Em 1929, o ATP, que pertence a familia das purinas, foi identificado em extratos de
musculo, sendo em um primeiro momento, acreditado estar primariamente relacionado a
contragdo muscular. Nos anos seguintes a essa descoberta, foi demostrado que o ATP era
gerado durante a quebra da glicose a acido latico (glicdlise anaerobia) e predominantemente
durante a oxidacdo aerobica (fosforilacdo oxidativa). O reconhecimento de que o ATP era
utilizado em fungdes que requeriam energia, levou a hipdtese da transferéncia de energia
entre células vivas. Como resultado o ATP se consolidou como a mais importante das
biomoléculas e a fonte universal de energia quimica disponivel para as células vivas
(Burnstock, 1997; Bodin ¢ Burnstock, 2001).

Devido a esse papel essencial atribuido ao ATP intracelularmente, houve uma
consideravel resisténcia ao conceito de que o ATP poderia exercer qualquer agdo fisioldgica
extracelularmente. Principalmente baseados nos argumentos de que as células ndo liberariam
uma bio-molécula tdo fundamental a vida e que pelo tamanho e carga o ATP ndo poderia
atravessar a membrana por simples difusdao (Bodin e Burnstock, 2001).

Em 1954, Holton e Holton observaram que a estimulagdao de nervos sensoriais levava
a liberagdo de ATP em quantidade suficiente para produzir a vasodilatacdo de artérias em
orelha de coelhos. Assim, surgiram as primeiras evidéncias indicando o ATP como um
neurotransmissor. Mais tarde, Burnstock (1972) propds que o ATP ¢ o neurotransmissor
liberado de nervos nao-adrenérgicos e ndo-colinérgicos, na musculatura lisa do intestino e da

bexiga. Entdo, foi proposto que, além da transmissdo colinérgica e noradrenégica, existe no



sistema nervoso autdbnomo a transmissdo purinérgica, onde o ATP ¢é o principal
neurotransmissor (Burnstock, 1972; Burnstock, 2001).

Existem trés mecanismos gerais, descritos na literatura, pelos quais o ATP pode ser
liberado: citolise, liberagdo vesicular e pela ativagdo das proteinas ABC (ATP-binding
cassette proteins). A citolise € originada quando ha danos na membrana ou morte celular, nao
¢ uma liberacao fisioldgica de ATP, pois ocorre devido a algum trauma fisico ou biologico e
contribui para mecanismos patofisioldgicos. A liberagdo vesicular ¢ o meio pelo qual o ATP
¢ liberado dos terminais nervosos e de algumas células ndo neuronais sob estimulagdo.
Proteinas ABC constituem uma familia de ATPases de transporte, largamente difundidas,
desde plantas até bactérias e t€ém sido mostradas por agirem como canais, transportando ou
liberando ATP, embora suas funcdes sejam ainda controversas (Zimmermann, 1996a; Bodin
e Burnstock, 2001).

No sistema nervoso central as principais fontes de purinas extracelulares sdo os
neurdnios, a glia, a microglia, as células endoteliais e o sangue. Além do bem documentado
papel dos nucleotideos extracelulares como neurotransmissores ¢ moduladores no sistema
nervoso central e periférico, um grande niimero de trabalhos tem mostrado que as purinas
extracelulares podem atuar como fatores troficos, regulando o desenvolvimento e a
manutengdo do sistema nervoso e sua resposta a doengas e injarias (Neary et al., 1996;

Rathbone et al., 1999; Ciccarelli et al., 2001).

1.1.3 O nucleosideo Adenosina

As primeiras evidéncias de que a adenosina apresentava atividade fisioldgica foram
obtidas através dos estudos de Drury e Szent-Gyorgyi (1929), que observaram significativos

efeitos da adenosina no coragdo. Apartir de entdo, estabeleceu-se que a adenosina pode



exercer varios efeitos através da interagdo com receptores especificos de superficie celular
(item (Brundege e Dunwiddie, 1997).

A adenosina ¢ considerada um neuromodulador, mas ndo um neurotransmissor por si,
pois ndo ha evidéncias de que seja liberada pelas vias Ca*"-dependente classicas ou estocada
em vesiculas e também nao ha evidéncias da existéncia de sinapses onde o neurotransmissor
primario seja a adenosina. Entretanto, os receptores Al estdo associados a inibigdo da
liberagdo de virtualmente todos os neurotransmissores cldssicos como, dopamina,
noradrenalina, glutamato e acetilcolina. Dentre esses, o efeito inibitdrio mais proeminente
estd, geralmente, associado ao sistema excitatorio glutamatérgico, onde a transmissao
sinaptica pode ser completamente bloqueada pela adenosina (Dunwiddie e Masino, 2001).

O nucleosideo adenosina apresenta multiplas fungdes importantes relacionadas com a
fisiologia de tecidos excitdveis como o coracdo e o cérebro. Muitas das a¢des da adenosina
podem tanto reduzir a atividade dos tecidos excitdveis (exemplo, diminuindo o ritmo
cardiaco), como aumentar a liberagdo de substratos metabolicos (exemplo, induzindo a
vasodilatagdo) desta forma, ajudando no balango energético, por direcionar o gasto de energia
para o suprimento de energia. Entretanto, no cérebro, a adenosina apresenta fungdes mais
complexas, atuando como um mensageiro intercelular, envolvida em processos normais e
patofisiologicos como regulacdo do sono, neuroprotecdo, epilepsia e isquemia (Dunwiddie e
Masino, 2001).

A adenosina pode ser formada nos espacos intracelular e extracelular (Figura 2).
Existem duas principais vias de formagao de adenosina a nivel intracelular: a clivagem da S-
adenosil-homocisteina pela enzima S-adenosil-homocisteina -hidrolase e a degradagdo de
AMP a adenosina por acdo de uma 5’-nucleotidase citosolica. Apds sua formacao, a

adenosina pode passar através da membrana celular por difusdo facilitada, utilizando



transportadores de nucleosideos. Estes transportadores sdo bidirecionais e equilibram as
concentracoes intracelular e extracelular de adenosina. Além disso, seus niveis intracelulares
podem ser controlados por vias que metabolizam a adenosina intracelular: a fosforilagao até
5’-AMP catalisada por uma adenosina quinase ¢ a desaminacdo até inosina catalisada pela
adenosina desaminase (Spychala, 2000; Dunwiddie e Masino, 2001). Em concentracdes
fisiologicas (I PUM) a adenosina ¢ principalmente fosforilada pela adenosina quinase que
possui 0 Km de 40 nM. Ja quando as concentragdes de adenosina alcangam niveis mais altos,
a adenosina deaminase ¢ ativada por possuir um Km de 70 UM e atividade especifica 10

vezes maior que a adenosina quinase, funcionando como sistema de alto volume/baixa

afinidade (Spychala, 2000).
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Figura 2. Vias gerais do catabolismo dos nucleotideos da adenina e geracdo de
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Adaptado de Spychala (2000).



A adenosina também pode ser sintetizada e degradada no espago extracelular. O ATP
liberado no espaco extracelular pode originar adenosina pela acdo conjunta das ecto-enzimas:
ecto-ATPDases ¢ ecto-5’-nucleotidases (Battastini et al., 1995; Plesner, 1995; Zimmermann
et al.,, 1998). A constante liberacdo de adenosina ¢ contrabalangada pelo seu metabolismo
extracelular, atribuido a presenca da ecto-adenosina desaminase (ecto-ADA) (Franco et al.,
1997) e também pela remogdo do espaco extracelular através da sua captacdo pelo sistema
transportador de nucleosideos (Rathbone et al., 1999).

O fato da adenosina ser um catabodlito imediato dos nucleotideos da adenina, a torna
uma molécula sinalizadora adequada tanto para situagdes fisiologicas como patoldgicas, que
resultem em degradagdo dos nucleotideos da adenina (Spychala, 2000).

A adenosina tem sido considerada como uma substiancia promotora de tumores e
assim como o ATP, tem sido descrita por estimular a proliferacdo (Rathbone et al., 1992;
Morrone et al., 2003). A adenosina acumula nos tumores sélidos em altas concentragdes e
estimula o crescimento dos tumores e a angiogénese, bem como inibe a sintese de citocinas,
a adesdo das células imunes a parede do endotélio e a fungdo das células-T, macrofagos e
células NK (. Entretanto os mecanismos pelos quais a adenosina acumula no cancer
e os resultados especificos desse acumulo ndo sdo completamente entendidos (Spychala,

2000).
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Figura 3. llustracéo geral dos efeitos da adenosina.

Incluindo fungdes promotoras (a esquerda) e fungdes imunosupressoras (a direita). Adaptado de

Spychala (2000).

1.1.4 Importancia da regulagdo

Terminar a sinalizacdo e manter a concentragdo do agente transmissor em concentragdes
minimas ¢ fundamental para qualquer mecanismo sinalizador, que devido a isso possui
proteinas capazes de degradar ou recaptar as moléculas sinalizadoras.

Considerando que os nucleotideos da adenina podem ativar receptores purinérgicos P2 e
que os produtos de degradacdo podem ativar os receptores P1, a regulagdo da quantidade
relativa destes nucleotideos/nucleosideos torna-se parte fundamental na sinalizagdo mediada
por estes compostos. Assim, mecanismos que controlam a concentracdo dessas substancias,

como as ecto-nucleotidases e os transportadores de adenosina, possuem uma posicao central

10



neste sistema. A [Figura 4] mostra um esquema representando as vias de degradacdo dos

nucleotideos na fenda sinaptica durante o processo de neurotransmissao.
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Figura 4. Fungdes do ATP liberado no terminal nervoso e sua completa

hidrdlise até adenosina no espaco extracelular.

(Adaptado de prww-btozentrumunt=frankfurt-de/protizimmermann.
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1.2 Ectonucleotidases

Apo6s a liberacdo no espago extracelular e a ativacdo de receptores especificos, os
nucleotideos da adenina podem ser metabolizados pela agdo de ecto-enzimas que fazem a
conversao destes nucleotideos até adenosina. Um grande numero de trabalhos tem
demonstrado que a degradagdao do ATP extracelular, envolve um conjunto de enzimas ligadas
a superficie celular, que constituem a “via das ectonucleotidases”, da qual podem participar
uma ecto-ATPase (EC 3.6.1.3), uma ecto-apirase (EC 3.6.1.5) e a ecto-5’-nucleotidase (EC
3.1.3.5) (Battastini et al., 1991,1995; Sarkis et al., 1995; Zimmermann, 1996a, 1996b, 1998,
1999, 2001). A hidrodlise extracelular de ATP por esta via resulta na formagdo de ADP, AMP
¢ adenosina (Figura 4.). Esta degradagdo pode inativar a sinalizagdio mediada pelo ATP
através dos receptores P2, contribuindo também para a sinalizagdo mediada pela adenosina

através dos receptores P1 (Komoszynski e Wojtczak, 1996).

1.2.1 As apirases e as ecto-ATPases

Apirase (ATP difosfoidrolase, EC 3.6.1.5) foi o nome proposto por Meyerhof (1945)
para as enzimas que hidrolisam ATP, ADP e outros trifosfo- e difosfonucleosideos, na
presenca de cations divalentes, aos seus equivalentes monofosfonucleosideos com liberacao
de fosfatos inorganicos, de acordo com as seguintes reacoes:

NTP + H,O - AMP + 2Pi

NDP + H,O - AMP + Pi
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Os primeiros trabalhos sobre as apirases foram estudos com o objetivo de conhecer a
distribuicdo da atividade enzimética na natureza, bem como estabelecer as suas caracteristicas
cinéticas. Assim, principalmente nas ultimas trés décadas, inumeras apirases foram
purificadas e caraterizadas, indicando uma ampla distribuicdo na natureza, desde vegetais e
invertebrados até mamiferos (Para revisdao, Plesner, 1995; Sarkis et al., 1995; Battastini,
1996). Nesse periodo a presenca das apirases em diferentes tecidos era detectada mais por
protocolos que excluiam outras atividades enzimaticas que poderiam mimetizar a enzima, do
que por protocolos especificos (Sarkis et al., 1995). De fato, com o auxilio de protocolos
bastante completos tem sido possivel excluir a contribui¢do das enzimas contaminantes
como: adenilato quinase, ATPases intracelulares, pirofosfatases inorganicas e fosfatases
inespecificas, garantindo a presenca de uma verdadeira apirase nos diferentes sistemas
bioldgicos estudados (Sarkis et al., 1995; Battastini et al., 1995; Battastini, 1996; Oliveira et
al., 1997). Além disso tem sido proposto que devido a vasta distribui¢do na natureza, essas
enzimas possuam alta relevancia no metabolismo celular (Plesner, 1995).

Muito do conhecimento sobre as apirases estd relacionado as carecteristicas
bioquimicas e estruturais, porém alguns papéis fisiolégicos tem sido propostos, de acordo
com sua localizagdo, como por exemplo: hidrélise do ADP (pro-agregante plaquetdrio) em
AMP (anti-agregante), possuindo assim um papel anti-hemostatico em glandulas salivares de
insetos hematofagos (Sarkis et al.,, 1986) ¢ em tegumento de Schistosoma mansoni
(Vasconcelos et al., 1993, 1996). Em mamiferos, apesar do grande numero de apirases
descritas, muito pouco ¢ conhecido sobre seu exato papel fisiologico. Outro dado importante
¢ que até o presente momento ainda nao foi descrita nenhuma substancia capaz de inibir
especificamente as apirases o que tem sido uma grande barreira para a compreensao de suas

fungdes e diferenciacdo de outras enzimas que possam ter fungao catalitica similar.
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Durante o periodo de identificacdo e caracterizagdo das apirases, foram descritas
enzimas que hidrolisavam preferencialmente ou unicamente os nucleosideos trifosfato. Essas
enzimas foram encontradas principalmente associadas & membrana plasmatica, com o sitio
catalitico voltado para o espago extracelular, sendo por esse motivo distintas das ATPases
intracelulares classicas. Tais enzimas sdo encontradas na literatura sob a denominacao de
ecto-ATPases (Plesner, 1995). A presenca dessas ecto-ATPases confundia-se com as ecto-
apirases, deixando duvidas quando uma ou outra enzima era responsdvel pela atividade
enzimatica e até mesmo quando da existéncia das duas enzimas na mesma célula. Até que
em 1997, Kegel et al., demonstraram a co-existéncia das duas enzimas em cérebro e em
varios outros tecidos de ratos (coragdo, rim, baco, timo, pulmao, musculo esquelético).
Concomitantemente, Lewis-Carl et al (1997) demonstraram claramente a presenga de ambas
as enzimas em estdmago e moela de galinha. Desta forma ficou claro que essas duas
ectonucleotidases sdo enzimas diferentes, que podem coexistir num mesmo tecido.

As ecto-apirases (que passaram a ser chamadas também de ecto-ATPDases) e as ecto-
ATPases foram classificadas como ATPases do tipo E, que sdo enzimas que compartilham as
seguintes caracteristicas: (1) um sitio de hidrolise de nucleotideos voltado para o espago
extracelular, (2) subunidade catalitica glicosilada, (3) atividade dependente de cétions
divalentes (principalmente calcio e/ou magnésio), (4) insensibilidade a inibidores especificos
de ATPases do tipo P (ex. Na'K 'ATPase), F (ex. ATPase mitocondrial), V (ex. bomba de
protons vacuolar) e (5) habilidade para hidrolisar uma ampla variedade de nucleotideos
puricos e pirimidicos tri e difosfatados (Plesner., 1995; Zimmermann et al., 1998).

A analise das sequéncias de diversas ecto-ATPDases e ecto-ATPases mostrou a
existéncia de cinco regides conservadas, as quais foram chamadas de “regidoes conservadas da

apirase”, ACR (ACR 1 - 5 apyrase conserved regions) (Handa e Guidotti, 1996; Vasconcelos
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et al., 1996). Uma das hipoteses para a existéncia desses sitios conservados ¢ o envolvimento
na formacao do sitio catalitico das enzimas. As regides ACRI e ACRIV sdo similares aos
dominios de liga¢ao de fosfato B e y de proteinas como a actina, HSP70 (heat shock protein)
e hexoquinase, que apesar de fungdes e estruturas primarias diversas, ttm em comum a
abilidade de ligar e hidrolisar ATP (Handa e Guidotti, 1996; Nagy et al., 1998; Smith e
Kirley, 1999a). Em concordancia, Smith e Kirley (1999a) demonstraram que a mutagao de
um residuo de &cido aspartico da regido conservada ACR I e IV reduz a atividade hidrolitica

da apirase de cérebro de humanos em mais de 90%.

1.2.1.1 Identidade com o antigeno CD39

CD39 ¢ uma glicoproteina de membrana de 70 a 100 KDa, expressa principalmente
em cé¢lulas linféides ativadas, sendo descrita primeiramente como uma proteina marcadora de
superficie de células B transformadas pelo virus Epstein Barr (EBV) (Maliszewski, 1994).

Em 1996, Handa e Guidotti purificaram e clonaram a apirase soluvel de batata e
mostraram que a sequéncia de aminoacidos desta proteina, tinha grande similaridade com o
antigeno de ativacdo celular linféide, CD39. Os autores levantaram a hipdtese de que essa
proteina poderia ser responsavel pela atividade ecto-ATPasica em células linféides humanas.
Logo ap6s, o mesmo laboratorio (Wang e Guidotti, 1996), confirmou a hipdtese de que o
antigeno CD39 e a ecto-apirase sdo proteinas idénticas, com as seguintes evidéncias: a) a
similaridade da sequéncia de aminoéacidos da CD39 com varias apirases, b) a coincidéncia do
padrao de expressao da CD39 e da ecto-apirase em células imunocompetentes, c¢) a presenca
de atividade ecto-apirasica em linfocitos B transformados por EBV (Epstein Barr virus), os
quais expressavam CD39 como o maior marcador de superficie e d) a expressao de cDNA

para CD39 em células COS-7 aumentava a atividade ecto-apirasica em pelo menos 5 vezes.
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Concomitantemente, esses resultados foram confirmados pela clonagem e sequenciamento da
enzima em células endoteliais (Kaczmarek et al., 1996).

A clonagem e o mapeamento de um gene isolado a partir de tecido humano,
denominado CD39L1 (CD39-like-1) (Chadwick e Frischauf, 1997), demonstrou alta
similaridade na seqiiéncia de aminodcidos com a ecto-ATPase de musculo liso de galinha e
com a CD39 de humanos (Kirley, 1997; Maliszewski et al., 1994). Smith e Kirley (1998)
clonaram e sequenciaram um gene para uma ATPase do tipo E (HB6) presente em cérebro
humano, com caracteristicas de uma ecto-apirase. Concomitantemente, Chadwick e Frischauf
(1998) identificaram trés novos genes CD39L2, CD39L4 e o gene CD39L3 (que foi idéntico
ao gene HB6), demonstrando assim, a existéncia da familia CD39 (CD39-like gene family).

Apbs essa fase os grupos de pesquisa que se dedicam ao estudo das ecto-nucleotidases,
passaram a ter uma preocupagdo maior com a elucidagdo estrutural dessas enzimas, bem
como, com a identificagdo de qual dos membros da familia é responséavel pelas atividades
ATPasicas e ADPasicas ja& descritas. Isso tem proporcionando grandes avangos,
principalmente no que se refere a estrutura dos membros da familia CD39, porém abriu novos
desafios, como por exemplo o entendimento da relevancia fisioldgica de tantas enzimas com
sobreposicdo de expressdo e de especificidade por substrato (Zimermann et al., 1998;

Zimmermann, 1999, 2001).

1.2.1.2 Nova nomenclatura

Em 1999, em Diepenbeek na Bélgica, durante o Segundo Workshop Internacional
sobre “Ecto-ATPases e Ecto-nucleotidases relacionadas” foi sugerida e adotada uma nova
nomenclatura para as ecto-ATPases do tipo E, incluindo também os membros da familia das

fosfodiesterases. A nova nomenclatura teve inspiragdo na sistemadtica utilizada para os
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receptores P2X e P2Y, com o intuito de prover uma ordem sistematica das varias enzimas,
que indicasse a ordem de clonagem e a caracterizacdo funcional. Assim uma nova
nomenclatura mais sistematica classificou duas familias de enzimas: a E-NTPDase
(Ectonucleoside  triphosphate  diphosphohydrolase) e a E-NPP (ectonucleotide

pyrophosphatase/phosphodiesterase) como envolvidas na degradacdo dos nucleotideos

extracelulares (Figura 5)) (Zimmermann, 2001).

1.2.2 A familia E-NTPDase

Em mamiferos até o momento, pelo menos seis membros da familia E-NTPDase tém
sido clonados e funcionalmente caracterizados: NTPDase 1 (CD39), NTPDase 2 (CD39L1),
NTPDase 3 (CD39L3, HB6), NTPDase 4 (UDPase), NTPDase 5 (CD39L4) e NTPDase 6
(CD39L2). A Tabela 2 resume a nova nomenclatura e os nomes previamente utilizados.

Essa familia de genes também tem membros em invertebrados, plantas, fungos e
protozodarios. As enzimas de mamiferos hidrolisam nucleosideos di e tri fosfatados, com
diferencas consideraveis na preferéncia pelos substratos. Os sitios cataliticos estao voltados
para o meio extracelular ou para o limem das organelas intracelulares como Golgi e reticulo
endoplasmatico. Os membros individuais, podem diferir na sequéncia de aminoacidos, porém
todos compartilham as cinco regides conservadas, sendo essa uma marca caracteristica dessa

familia (Zimmermann, 2001).

Enquanto todos os membros da familia catalisam a hidrolise de ambos, nucleosideos
tri-fosftato (NTP) e nucleosideos di-fosfatos (NDP), as razdes de hidrdlise (NTP: NDP),

variam significativamente para essas reagdes, resultando em enzimas que hidrolisam
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preferencialmente NTPs (NTPDase 2), preferencialmente NDPs (NTPDase 5 e 6) ou ambos

nucleotideos (NTPDase 1 e 3) (Tabela 2) (Zimmermann, 2001; Grinthal e Guidotti, 2002).

Alkaline Ecto-5'-

E-NTPDases E-NPPs Phosphatases Nucleotidase

NH;

COOH MH;
COOH

WHz coon e NH,

NTPDaza NTPDases MPP1 Kidneybonelliver

NTPDase2 MTFDasab MPP2 (= lissue non-

NTPDase3 MPP3 specific)

NTPDased Flacantal
Intestinal
Garm-cell

Figura 5. Topografia de membrana proposta para as ectonucleotidases.

As NTPDases de 1 a 4 sdo ligadas & membrana plasmatica por dois dominios transmembrana, N e C-
terminal. NTPDase 5 ¢ NTPDase 6 ndo possuem o dominio transmembrana C-terminal e podem ser
clivadas proximo ao dominio N-terminal para formar uma proteina solivel liberada (seta). As
NTPDases de 4 a 6 sdo localizadas intracelularmente. Os quadros escuros na sequéncia das NTPDase
1 a 6, representam as regides conservadas das apirases (ACR). Todas as ectonucleotidases

representadas sdo glicoproteinas. Adaptado de Zimmermann, 2001.
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Tabela 2. Nomenclatura e preférencia de substratos dos membros da familia E-

NTPDase em vertebrados.

Nome Atual Nomes previamente usados Preferéncia de substrato

NTPDase 1  CD39, ecto-ATP difosfoidrolase, ecto- ATP=ADP (1:1)*

apirase, ecto-ATPDase

NTPDase 2  CD39LI1, ecto-ATPase ATP >>>>ADP (30:1)*
NTPDase3  CD39L3, HB6 ATP>ADP (3:1)*

NTPDase 4  UDPase (hLALP70v), hLALP70 UDP>GDP,CDP

NTPDase 5 CD39L4, ER-UDPase UDP>GDP,IDP>>>ADP, CDP
NTPDase 6  CD39L2 GDP>IDP>>UDP,CDP>>ADP

Adaptado apartir de Zimmermann (2001).
* Razdo de hidrdlise NTP: NDP. As NTPDases de 1 a 3 hidrolisam todos os outros

nucleotideos purinicos e pirimidinicos, similarmente ao ATP ¢ ADP.

1.2.2.1 NTPDase 1 (CD39, ecto-ATPDase, ecto-apirase, ecto-ATP-difosfoidrolase)

A NTPDase 1, que apresenta a mesma preferéncia pela hidrolise do ATP e do ADP
(NTPase/NDPase 1:1), tem sido a mais estudada dos membros da familia das E-NTPDases.

Primeiramente descrita na superficie de células imune, CD39 pode ter um papel importante
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nas respostas antigeno-especificas das células B ativadas (Kansas e Tedder, 1991;
Maliszewski et al, 1994), onde pela atividade ATPésica (Dombrowski et al., 1997), as células
imunes seriam protegidas da lise provocada pelo ATP, liberado pelas células alvo (Filippini
et al., 1990).

NTPDase 1 tem sido extensivamente estudada em células endoteliais e em plaquetas,
possuindo um papel bem descrito na regulacdo do fluxo sanguineo e trombogénese. A enzima
presente na superficie das células endoteliais e plaquetas, converte o ADP, pro-agregante
plaquetéario, em adenosina, anti-agregante, limitando a extensdo da agregacdo plaquetdria
intravascular (Frassetto et al., 1993; Pilla et al., 1996; Kaczmarek et al., 1996; Marcus et al.,
1997; Imai et al., 1999a; Koziak et al., 1999). Em concordancia, NTPDase 1 soluvel
recombinante, bloqueia a agregac¢do plaquetaria induzida por ADP in vitro (Gayle et al.,
1998). Além disso, vetores adenovirais recombinantes, contendo a CD39 humana, foram
capazes de aumentar em 40 vezes a atividade ADPésica em células endoteliais injuriadas pelo
modelo de trombose induzida por baldo catéter (Gangadharan et al., 2001) e de aumentar a
sobrevivéncia de xenotransplantes cardiacos (Imai et al., 1999b; Imai et al., 2000). Esses
dados tem levado a constantes estudos da CD39 como um potencial agente terapéutico nos
processos trombogénicos (Qawi e Robson, 2000; Robson et al., 2001).

A importancia da NTPDase 1 na hemostasia e tromboregulacdo foi confirmada, pela
producao do primeiro camundongo deficiente em CD39 (Enjyoji et al, 1999). A
consequéncia esperada para a deficiéncia da enzima era um animal com exacerbagdo da
agregacao plaquetaria estimulada por ADP. Entretanto, o camundongo deficiente apresenta
inesperadamente, sangramento prolongado com minimas alteragdes nos parametros de
coagulacdo. Esses resultados sugerem que possa haver uma dessensibilizacdo mediada por

ATP dos receptores P2Y1 associados as plaquetas, prevenindo um aumento do estado pro-
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trombdtico dos animais. Em conjunto, esses dados reforcam a importancia da sinalizacdo
purinérgica na hemostasia, onde a CD39 e os mediadores purinérgicos devem agir em
conjunto para modular a fluidez sanguinea e a ativacdo plaquetaria (Enjyoji et al., 1999;
Sevigny et al., 2002).

No sistema nervoso central, NTPDase 1 tem sido associada ndo somente ao sistema
vascular, mas também como a principal NTPDase expressa em microglia (Braun et al.,
2000a; Braun e Zimmermann, 2001). A enzima ¢ fortemente expressa apoOs isquemia
transitoria global na microglia acumulada nos sitios de morte neuronal, talvez prevenindo a
super estimulacdo dos receptores P2 pelo ATP liberado nos sitios de injuria (Braun et al.,

1998; Braun ¢ Zimmermann, 2001).

1.2.2.2 NTPDase 2(CD39L1, ecto-ATPase)

Viérios genes codificando ecto-ATPases tem sido clonados de musculo liso de galinha
(Kirley, 1997), cérebro de rato (Kegel et al., 1997), células de hepatoma de camundongo
(Gao et al., 1998). Mas, o o primeiro gene a ser identificado para uma ecto-ATPase humana
foi o CD39L1. O mapeamento genético mostrou que o gene estd localizado no cromossomo
9q34.3, uma regiao do cromossomo 9q, que ¢ frequentemente perdida em cancer renal. Essa ¢
também a regido definida para a desordem genética da TSC1 (tubular sclerosis 1) (Chadwick
e Frischauf, 1997; Becker et al., 2001).

Mateo et al., (1999) clonaram e caracterizaram funcionalmente um cDNA codificando
uma ecto-ATPase humana, cuja sequéncia difere da CD39L1, por ser 23 aminoacidos mais
longa na regido extracelular, sugerindo que a CD39L1 possa ser resultante de um produto de
splincing desta sequéncia. Além disso, outras evidéncias sugerem potenciais variantes de

splicing, como demonstrado em coclea de rato (Vlajkovic et al., 1999).
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A caracteristica que mais distingue a NTPDase 2 dos outros dois membros
relacionados, NTPDase 1 e NTPDase 3 ¢ a sua clara preferéncia pelos nucleosideos tri-
fosfatados. A enzima hidrolisa os nucleosideos di-fosfatados apenas marginalmente, tendo
uma preferéncia de 30 vezes pelo ATP em relalgdo ao ADP como substrato (Kegel et al.,
1997). Essa caracteristica pode ser importante em situagdes patologicas e injurias onde as
células sejam expostas a elevados niveis de ATP extracelular (Mateo et al., 1999).

Considerando-se a similaridade entre as sequéncias e a topografia de membrana, tem
sido investigado, quais caracteristicas seriam responsaveis pela distinta preferéncia pelos
substratos entre a NTPDase 1 e a NTPDase 2. Resultados obtidos com proteinas quiméricas
(onde partes de uma enzima eram substituidas por partes da outra), revelaram que o dominio
extracelular contém a informagdo que especifica as propriedades nativas destas enzimas.
Entretanto, no caso da NTPDase 2, ha um requerimento especifico dos dois dominios
transmembrana para manifestar a preferéncia pelos nucleosideos tri-fosfatados. Isso sugere
que a estrutura terciaria das enzimas possui maior relevancia na especificidade pelo substrato
do que, propriamente as cinco regides conservadas (Heine et al., 2001; Grinthal e Guidotti,

2002).

1.2.2.3 NTPDase3(CD39L3)

NTPDase 3 (CD39L3, HB6) ¢ considerada um intermedidrio funcional entre a
NTPDase 1 ¢ NTPDase 2 por hidrolisar o ATP e o ADP numa razdo de 3:1. Tem sido
descrito que a enzima hidrolisa eficientemente os nucleosideos tri-fosfatados, mas mais
lentamente os di-fosfatados, representando assim, uma forma diferenciada de controle do

tempo de permanéncia dos nucleotideos no meio extracelular (Zimmermann, 2001).
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Até o presente momento apenas um grupo de pesquisa tem estudado a NTPDase 3
(Dr. Kirley, Universidade do Cincinnati, Ohio USA). Esse grupo depois de ter clonado e
sequenciado a HB6 (Smith e Kirley, 1998), tem dedicado-se a elucidag¢do estrutural da
enzima, proporcionando um grande avango no entendimento da funcdo dos residuos de
aminoacidos na preferéncia por nucleotideos, papel das formas oligoméricas destas enzimas e
da glicosilagdo na hidrolise dos nucleotideos (Smith e Kirley, 1999b; Smith et al., 1999
Kirley et al., 2001; Yang et al., 2001; Murphy et al., 2002).

Muito do conhecimento sobre a NTPDase 3 esta relacionado a sua estrutura,
entretanto muito pouco ¢ sabido a respeito do seu papel fisiolégico, bem como sua
distribuicdo na natureza. Permanece também a ser elucidado a sua exata contribuicdo e
relacdo com os outros membros relacionados, NTPDase 1 e NTPDase 2 nos diversos tecidos

onde ha sobreposicao de suas fungdes.

1.2.2.4 NTPDase 4 (UDPase)

As NTPDases 4 compartilham a estrutura geral das NTPDases 1 a 3 (Figura 5)), porém
revelam uma localizagdao intracelular. As duas formas humanas mais relacionadas estdo
alocadas no aparato de Golgi (NTPDase 4B) (Wang e Guidotti, 1998) e nos vactolos
lisossomais (NTPDase 40, LALP70) (Biederbick et al., 1999). As duas enzimas diferem no
comprimento da cadeia de aminoacidos, sendo que a forma localizada no Golgi pode
representar uma variante de “splicing” da forma lisosomal, que ¢ 8 aminoacidos mais longa
(Biederbick et al., 2000; Zimmermann, 2001).

Ambas enzimas hidrolisam nucleosideos di e tri fosfato, NTPDase 40 tem preferéncia

por UTP e TTP, enquanto a NTPDase 43 tem preferéncia por CTP ¢ UDP. ATP ¢ ADP sao
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hidrolisados com baixa preferéncia por ambas enzimas. A fun¢do da NTPDase 40 no
lisossoma pode estar relacionada a reutilizacao de nucleosideos di e trifosfatados formados da
hidrolise dos acidos nucléicos. Ja o papel fisiologico da NTPDase 4 hidrolisando
nucleosideos trifosfato no Golgi permanece inexplicado. O que tem sido sugerido ¢ que essa
forma poderia ter uma funcdo similar a descrita para a nucleotidase de Saccharomyces
cerevisiae (Ynd1/Apylp), relacionada a NTPDase 4, nas reagdes de glicosilacdo no Golgi,
hidrolisando os nucleosideos di-fosfatos originados das reagdes de glicosilagdo das proteinas
e lipideos, que causam inibi¢do as glicosiltransferases (Zhong e Guidotti, 1999; Braun et al.,
2000b; Zimmermann, 2001).

Recentemente, trés novas NTPDases intracelulares, ainda sem classificacao, a LALP1
(Shi et al., 2001), a Scan 1 (Smith et al., 2002) e uma difosfatase do reticulo endoplasmatico
(Failer et al., 2002) foram clonadas e caracterizadas. A multiplicidade de enzimas com
capacidade de hidrolisar nucleosideos tri e difosfato em varios compartimentos do citoplasma
(reticulo endoplasmatico, Golgi, lisosomas, etc), implica na presenga de nucleotideos nesses
compartimentos, desafiando a investigacdo da fun¢do e metabolismo dos nucleotideos dentro

do sistema de endomembranas.

1.2.2.5 NTPDase 5 (CD39L4) e NTPDase 6 (CD39L2)

CD39L2 e CD39L4 sao os membros da familia das E-NTPDases mais recentemente
caracterizados e diferem estruturalmente da CD39, CD39L1 e CD39L3. Graficos de
hidrofobicidade mostraram que a CD39L2 e CD39L4 possuem um curto segmento
transmembrana N-terminal e uma larga regido C-terminal extracelular (Figura 5). A andlise
da sequéncia de aminoacidos mostrou que as duas proteinas possuem uma maior homologia

entre elas do que com os outros componentes do grupo. Divergindo significativamente depois
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da regido conservada 4 (ACRIV) e possuindo a regido C-terminal consideralvelmente mais
curta do que CD39, CD39L1 e CD39L3 .

A topografia de membrana da CD39L2 e CD39L4 ¢ muito similar com a descrita para
as NTPDases de levedura, batata, ervilha ¢ D. melanogaster e o alinhamento das sequéncias
de aminoacidos, mostra que a CD39L2 e CD39L4 sdo muito mais relacionadas com as
proteinas de plantas e invertebrados do que com os outros membros do grupo (NTPDases 1 —
NTPDases 3) (Figura 5). Como as NTPDases de plantas e invertebrados tém sido mostradas
como apirases soluveis, acredita-se que o dominio transmembrana da CD39L2 e CD39L4,
poderia ser uma sequéncia sinalizadora ausente na proteina madura (Chadwick e Frischauf,

1998).

1.2.2.5.1 NTPDase 5 (CD39L4)

Até o presente momento existem somente dois trabalhos na literatura, descrevendo a
CD39L4 (Mulero et al., 1999 e 2000). Mulero et al. (1999) mostraram pela primeira vez que
a CD3914 ¢ secretada de células de mamiferos. Os autores usaram duas evidéncias para essa
demonstracdo, a primeira foi o acimulo da proteina no meio de cultivo de células
transfectadas com vetor expressando CD3914; e a segunda foi o acumulo massivo
intracelular da CD39L4 causado pelo bloqueio da secrecdo com brefeldina A (um inibidor da
translocacdo de proteinas secretorias do reticulo endoplasmatico para o aparato de Golgi).
Com isso os autores mostraram que a enzima ¢ secretada através de padrdes secretdrios
tradicionais em mamiferos. Os dois experimentos sugerem, que o dominio hidrofébico amino
terminal da CD39L4 codifique uma sequéncia sinalizadora para a clivagem da proteina,

imediatamente depois da alanina 20.
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A caracterizagdo cinética mostrou que a atividade ADPéasica ¢ 20 vezes maior do que
a ATPasica, com o KM para ADP na faixa de mM (12.7 mM). A enzima tem maior afinidade
por todos os nucleosideos difosfatos do que pelos trifosfatos (UDP>GDP>CDP>ADP>ATP),
sendo essa uma das caracteristicas que a coloca juntamente com a CD39L2 numa nova classe
das apirases tipo E (Mulero et al., 1999; Mulero et al., 2000; Zimmermann, 2001).

A recente identificagdo e caracterizacdo bioquimica, ndo permitiram ainda o
completo entendimento da func¢do fisiologica da CD39L4. Devido a sua clara preferéncia por
nucleosideos di-fosfatados, acredita-se que o seu papel fisioldgico seja reduzir os niveis
circulantes do ADP e nao do ATP. Uma das propostas, seria um modelo, onde em sitios de
injuria vascular, os macréfagos secretariam a CD39L4, a qual degradaria os excessivos niveis
de ADP, atenuando a agregagao plaquetaria. Assim, por esse modelo, niveis diminuidos da
enzima ou atividade enzimatica reduzida poderiam causar oclusdes vasculares, acidente
vascular cerebral ou outras formas de doengas cariovasculares (Mulero et al., 1999). Além
disso, recentemente, foi demostrada a identidade funcional e estrutural entre a CD391.4 ¢ o

proto oncogene PCPH (Péez et al., 2001).

1.2.2.5.2 NTPDase 6 (CD39L2)

A sequéncia da CD39L2 codifica 455 aminoacidos, contendo dois sitios potenciais de
N-glicosilal¢ao (Asn 192 e Asn 256), seis residuos de cisteina e sitios de fosforilacdo para
proteina quinase C e caseina quinase II. A massa molecular calculada da proteina codificada

¢ de 49,971 kDa, sendo que a banda imunoreativa foi encontrada em torno de 50 kDa
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(Chadwick e Frischauf, 1998; Hicks-Berger et al., 2000; Braun et al., 2000b; Yeung et al.,
2000).

CD39L2 apresenta muitas similaridades com a CD39L4, tanto estruturais quanto
funcionais. Como descrito para CD39L4, CD39L2 também ¢ descrita como uma proteina
soluvel e ligada @ membrana. Acredita-se que a sinaliza¢do de clivagem esteja no N-terminal
do tnico dominio transmembrana, possibilitando a liberagdo da enzima da membrana via
proteolise (Mulero et al., 2000). CD39L2 também apresenta preferéncia pelos nucleosideos
difosfatados, sendo que a atividade maxima foi encontrada com GDP e IDP como substratos
(Hicks-Berger et al., 2000; Braun et al., 2000b; Yeung et al., 2000).

A investigagdo da localizagdo celular de células transfectadas com CD39L2
recombinante, mostrou que a enzima possui uma localizagao intracelular, sendo detectada nas
proximidades do nucleo, em pequenos dominios citoplasmaticos e no aparato de Golgi. A
localizagdo intracelular da CD39L2 pode sugerir um papel nas reagdes de glicosilacdo do
reticulo endoplasmatico e do aparato de golgi, como tem sido relatado para NTPDase 4
(UDPase) e para a NTPDase 5 (ER-UDPase) (Braun et al., 2000b).

Embora a expressdo da CD39L2 tenha sido demonstrada em tecidos de diversos
orgdos (cérebro, figado, rim, pulmio, placenta, musculo esquelético, pancreas, etc)
(Chadwick e Frischauf, 1998) ¢ consenso que sua maior expressdo € em coracao,
principalmente em células do musculo cardiaco e em células endotelias capilares (Hicks-
Berger et al., 2000; Braun et al., 2000b; Yeung et al., 2000). A alta expressao da CD39L2 em
tecido cardiaco, aumenta sua similaridade com a CD39L4, sugerindo uma sobreposi¢dao de

fungdes, onde se desconhece a contribuigdo funcional e fisiologica de cada uma das enzimas.
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1.2.3 A familia E-NPP

Os membros da familia E-NPP possuem uma ampla distribui¢ao tecidual e incluem os
antigenos de diferenciagdo celular NPP1, NPP2 (PD-Ia, autotaxina) e NPP3 (PD-IB, B10,
gp130®B1°%) . Todos os membros sdo ligados 4 membrana por um tGnico domino
transmembrana N-terminal e apresentam um dominio para clivagem proteolitica, sugerindo
que possam ocorrer como enzimas soluveis (Zimmermann 1999, 2001).

Essas enzimas apresentam atividade de fosfodiesterase alcalina bem como atividade
nucleotideo pirofosfatase, hidrolisando uma grande variedade de substratos, entre eles purinas
e pirimidinas . O p-nitrofenil-5’-timidina-monofosfato (p-nitrophenyl-TMP) tem sido usado
como um substrato artificial, especifico para as E-NPPs (Sakura et al., 1998). O Ky para ATP
estd na faixa de 20-50 UM e o pH 6timo ¢ o alcalino (Zimmermann 1999, 2001).

O desenvolvimento do camundongo deficiente em NPP1 sugere que pela producgdo de
Ppi a enzima desempenhe um papel essencial no controle da mineralizagdo 6ssea. A NPP2 ¢
abundantemente expressa em cérebro e uma forma de splice ¢ expressa em oligodendrocitos,
podendo ser envolvida na produgdo de mielina ou na diferenciagdo do oligodendrocito.
Possui também uma atividade estimulante de motilidade em diversas linhagens tumorais (Lee
et al., 1996). NPP3 ¢ expressa em um conjunto de cé€lulas gliais imaturas e sua super-
expressao induz o aparecimento dos marcadores de astrocitos (Andoh et al., 1999). Além
disso uma atividade ecto-nucleotideo pirofosfatase foi caracterizada em linhagens de glioma

C6, hidrolisando o ATP direto a AMP com produgdo de Ppi (Grobben et al., 1999).
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1.2.4 Ecto-5’-Nucleotidase (EC 3.1.3.5)

A participagdo da ecto-5’-nucleotidase (ecto-5°’N) na cascata enzimatica juntamente
com as NTPDases, constitui uma via altamente sofisticada, capaz de controlar os niveis
extracelulares de ATP e adenosina, que modulam uma série de processos fundamentais a
nivel celular em muitos 6rgaos e tecidos. Em sistema nervoso, o principal papel atribuido a
ecto-5’N ¢ a formagao de adenosina, a partir do AMP extracelular e a subsequente ativagao
dos receptores de adenosina P1 . Tem sido proposto, que em sistema nervoso, a
conversdo extracelular de ATP até adenosina ¢ catalisada pela agdo conjugada de uma ecto-
ATP difosfoidrolase e uma ecto-5’N (Sarkis e Salto, 1991; Zimmermann, 1992; Battastini et
al., 1995). Essa mesma associagdao tem sido também proposta em outros sistemas, como por
exemplo no sistema circulatdrio, onde a ATPDase em cooperagdo com a ecto-5’N regulariam
a agregacao plaquetaria, pela remocao do pro-agregante plaquetario, ADP e formacao do
anti-agregante plaquetario, adenosina (Kawashima et al., 2000; Kas-Deelen et al., 2001).

A ecto-5’N (“lymphocyte surface protein CD73”’) ¢ uma enzima ancorada & membrana
plasmatica por glicosil-fosfatidilinositol (GPI) , que representa um marcador de
maturagao para os linfécitos T e B, sendo ausente nas células imaturas (Airas et al. 1997). O
ancoramento da enzima pode ser clivado por uma fosfolipase C especifica para GPI, dando
origem as formas soluveis da enzima. Embora uma atividade 5’-nucleotidésica esteja também
associada com as estruturas de algumas organelas citoplasmaticas, trata-se de uma proteina
diferente das 5’-nucleotidases soliveis intracelulares (Zimmermann, 1992, 1996a, 2001). A
ecto-5’N encontra-se presente na maioria dos tecidos e sua principal funcdo ¢ a hidrélise de
nucleosideos monofosfatados extracelulares, tais como AMP, GMP ou UMP, a seus
respectivos nucleosideos:

AMP + H,O - adenosina + Pi

29



O AMP ¢ geralmente, o nucleosideo hidrolisado com maior eficiéncia, sendo que os
valores de Ky, estdo na faixa de micromolar. ATP e ADP sdo inibidores competitivos da 5’-
nucleotidase com valores de Ki também na faixa de micromolar (Zimmermann, 1996a,
1996b; 2001). Esta enzima apresenta uma massa molecular aparente de 62 a 74 kDa,
apresentando-se como um dimero com pontes dissulfeto entre as cadeia. O conhecimento de
sua estrutura permitiu a preparacdo de uma forma soltivel da enzima com o objetivo de ser
usada para testes de novas drogas (Servos et al., 1998).

Em sistema nervoso central, ecto-5’N estd predominantemente associada as células
gliais, tendo sido identificada na membrana plasmatica de astrdcitos, oligodendrdcitos,
microglia e astrocitomas. Os processos da glia de Bergmann, astrocitos especializados do
cerebelo, sdo os elementos celulares com maior imunoreatividade para 5’-nucleotidase na
camada molecular do cerebelo. Similarmente, as células de Muller, astrécitos especializados
da retina, sdo as células que possuem a maior expressdo desta enzima na retina (Schoen et al.,
1988; Zimmermann, 1996a).

Varios estudos t€ém demonstrado atividade ecto-5’-nucleotidasica associada a neurdnios
(Maienschein ¢ Zimmermann, 1996; Zimmermann, 1996a; Zimmermann et al., 1998). A
enzima ¢ transitoriamente expressa na superficie de células neuronais e nas sinapses durante
o desenvolvimento sindptico (Schoen e Kreutzberg, 1994; Braun et al., 1995). Desempenha
um papel critico na diferenciagdo neuritica € na sobrevivéncia de células PC12 e células
granulares de cerebelo de rato em cultura (Maienschein e Zimmermann, 1996; Heilbronn et
al., 1995; Heilbronn e Zimmermann, 1995). Sua atividade encontra-se aumentada em
astrocitos, células microgliais (Braun et al., 1997) e em sinaptossomas de hipocampo apds

isquemia focal e reperfusdo (Schetinger et al., 1998). Além disso, estudos tém demonstrado

30



que a ecto-5’-nucleotidase, CD73, tem caracteristicas de uma molécula de adesdo (Airas et

al., 1995).

1.2.5 Adenosina deaminase (ADA, E.C. 3.5.4.4)

Adenosina deaminase ¢ uma enzima de 41 kDa que catalisa a conversao da adenosina e
da deoxiadenosina a inosina e a deoxiinosina, repectivamente. Possui uma ampla distribuicao
tecidual, sendo encontrada em todas as células estudadas, incluindo neurdnios. E altamente
expressa em linfocitos e pacientes com deficiéncia congénita em ADA apresentam severa
imunodeficiéncia (SCID) caracterizada por diminuicdo no numero de linfocitos T ¢ B
circulantes. O pH o6timo ¢ de aproximadamente 7.4 ¢ o Km para adenosina ¢ na ordem de 50-
150 UM (Zimmermann, 1996b; Franco et al., 1997, 1998).

A ADA ¢ encontrada como uma enzima citosélica e também como uma ecto-enzima,
ligada a superficie celular, ecto-adenosina deaminase (ecto-ADA). A ecto-ADA ¢ associada a
uma proteina de ligacdo especifica, identificada como uma ecto-peptidase (dipeptidil
peptidase IV/CD26, 110 kDa). CD26 foi a primeira molécula de superficie identificada como
“proteina ancoradora” para a ecto-ADA. Depois, o receptor Al de adenosina foi identificado
como outra molécula capaz de interagir com a ecto-ADA. A capacidade de interagdo da ecto-
ADA com outras proteinas de superficie, pode indicar que além de atuar como uma ecto-
enzima, diminuindo os niveis extracelulares de adenosina, possa também estar envolvida em
mecanismos de transducao de sinal (Franco et al., 1997, 1998)

No sistema nervoso héd evidéncias para a deaminacdo da adenosina. Altos niveis de
inosina tem sido encontrados em todos os tipos fluidos examinados. Em estriado, a

concentracdo de inosina medida por microdidlise ¢ muito maior (110 nM) do que a
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concentracdo de adenosina (40 nM), sugerindo a deaminacdo extracelular da adenosina no
SNC (Franco et al.,1998). Tem sido sugerido também que em condigdes basais a adenosina
seria removida do espaco extracelular através da recaptagdo pelos transportadores de
adenosina, enquanto que sob condi¢des patoldgicas, como hipdxia e isquemia, o principal
mecanismo para remoc¢ao dos altos niveis de adenosina seria a ecto-ADA (Dunwiddie e

Masino, 2001).

1.3 Células Gliais

O sistema nervoso central (CNS) compde-se de uma intrincada rede composta por
neurdnios e células gliais. Os neurdnios conduzem potenciais de agdo e tradicionalmente
foram considerados como os protagonistas do CNS, enquanto que as células gliais foram
tidas como meros coadjuvantes. Mas, atualmente as células gliais estdo em destaque nas
neurosciéncias.

A existéncia das células gliais foi reconhecida pela primeira vez em 1846, quando
Virchow observou a presenca de uma substancia “macia, medular e de natureza fragil”,
contrastando com o tecido fibroso dos neuronios, a qual chamou neuroglia (“nerve-glue”).
Durante varias décadas a neuroglia foi vista como sendo um mero suporte estrutural para os
neuronios. Na década de 50 foi observado que as células gliais também atuavam sobre o
metabolismo dos neurotransmissores glutamato ¢ GABA, sobre ions como o K’ e sobre o
metabolismo energético, regulando a quantidade de glicose cerebral. Na década de 70, a

descoberta de receptores B-adrenérgicos nos astrocitos, mostrou que apesar de ndo excitaveis,
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as células da glia podiam responder as mudancas do meio extracelular (Kimelberg e
Norenberg, 1989). Apartir de entdo, as células da glia passaram a ser vistas ndo apenas como
suporte mecanico € metabolico, mas como atuantes no sistema nervoso central.

Mais da metade do volume e do ntimero de células do CNS ¢ composta por células de
origem glial. Comparagdes entre diferentes espécies provéem a interessante observagdo de
que as células gliais podem ter um papel na cogni¢do, pois a razao de 10:1 de glia para
neurénio em humanos, diminui para 1:1 em roedores e ¢ invertida em nematodos com 6
neurdnios para cada glia. Assim numa escala filogenética ascendente, alcangcando o pico nos
humanos, quanto maior a complexidade do SNC (Sistema Nervoso Central) e quanto maior a
capacidade cognitiva, maior a razdo de glia para neurdnio (Kast, 2001).

Existem duas classes gerais de células gliais, a macroglia composta por astrocitos e
oligodendroécitos e a microglia, as menores células gliais conhecidas (James e Butt, 2002) .
Os oligodendrocitos sdo responsaveis pela formacdo da mielina no sistema nervoso central,
sendo equivalentes as céluas de Schwann, que sdo as mielinizadoras do sisterma nervoso
periférico. Ja4 as microglias possuem uma fun¢do imunoprotetora, quando expostas a
estimulos capazes de gerar inflamacdo, ou outros insultos, transformam-se de um estado
passivo para uma forma ativa na qual possuem capacidade de fagocitose semelhante ao

macrofago (Haydon, 2001).
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1.3.1 Astrocitos

Na embriogénese, os astrocitos se desenvolvem das células gliais radiais, que
transversalmente compartimentalizam o tubo neural. As células gliais radiais servem como
um suporte estrutural para a migragdo dos neurdnios e possuem um papel fundamental na
defini¢do da citoarquitetura do SNC (Figura 6). Quando o SNC amadurece, a glia radial tem
seus processos retraidos e serve como progenitora dos astrocitos. No cérebro adulto ainda sdo
encontrados alguns astréciros radiais especializados no cerebelo e na retina os quais sdo
chamados de glia de Bergmann e células de Miiller, respectivamente (Zigmond et al., 1999).

Os astrocitos sao os mais abundantes e os maiores representantes das células gliais,
constituindo de 20 a 50 % do volume da maioria das regides cerebrais, sendo
consequentemente muito estudados . Os astrécitos se dividem quanto ao formato em dois
principais tipos, protoplasmatico e fibroso. Na substancia cinzenta predominam os astrocitos
protoplasmaticos, enquanto que os astrocitos fibrosos ocorrem na substancia branca, sendo
caracterizados pela grande quantidade de processos fibrosos e pela alta concentracao de
proteinas do filamento intermediario (IF), como a Proteina Glial Fibrilar Acida (GFAP)
(Bradford, 1985; Zigmond et al., 1999).

Viérias fungdes sdo atribuidas aos astrdcitos, entre elas: tamponar os niveis de ions
extracelulares como o K', Na' e lactato; captar neurotransmissores como glutamato e GABA;
participar do metabolismo do CO, e do fon aménio (NHy4"), regular o pH extracelular; captar
e liberar compostos neurotroficos; estocar glicogénio como reserva energética do cérebro;
guiar os neurdénios em sua migragao € os axOnios no seu crescimento; participar da resposta

imune do cérebro; formar tecido cicatrizante em resposta a perda neuronal; participar na
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formagdo da barreira hemato-encefélica, intermediando o transporte de substincias entre o

sangue e 0s neurdnios.
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Figura 6. Glia radial fornece suporte e direcionamento para a migracao neuronal.

No desenvolvimento, a glia radial atravessa o parénquima cerebral em expansdo. O detalhe mostra as
camadas definidas do tubo neural do ventriculo para a face externa: VZ, zona ventricular; [Z, zona
intermediaria; CP, camanda cortical; MZ, zona marginal. O processo radial das células gliais ¢é

indicado em azul e um unico neurénio em migragdo é esquematizado a direita. Adaptado Zigmond

et al., Fundamental Neuroscience, 1999.

Dentre estas funcdes, algumas sdo mais importantes na resposta astroglial a
excitotoxicidade, como o transporte de glutamato. Este neurotransmissor precisa ser mantido
em concentragdes baixas (1 a 3 uM) a fim de amplificar a relacdo “sinal/ruido” nas

transmissoes sindpticas e também para evitar a excitotoxicidade. O glutamato captado pelas
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células gliais ¢ transformado em glutamina, que tanto pode ser liberada para a circulagao
como pode difundir para os terminais nervosos, onde pode ser retransformada em glutamato
fechando o ciclo. Como a sintese de glutamina a partir do glutamato requer amonia, este ciclo

¢ essencial para a homeostase da amonia (Figura 7) (Bradford, 1985).

Astrooyln

Gilutmminn

Figura 7. O ciclo glutamato-glutamina.

O ciclo glutamato-glutamina ¢ um exemplo do complexo mecanismo que involve uma ativa interacao
entre 0os neurdnios e astrécitos no metabolismo de neurotransmissores. O sistema de troca de
glutamina, glutamato, GABA e amonia entre neurdnios e astrocitos ¢ altamente integrada. A
postulada detoxificagio da aménia e a inativagdo do glutamato ¢ GABA (4cido y-aminobutirico)
pelos astrocitos € consistente com a exclusiva localizagdo da glutamina sintetase no compartimento

astroglial. Adaptado Zigmond et al., Fundamental Neuroscience (1999).
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1.3.2 Interrelagdo Glia-glia e Glia-neurdnio

Os astrocitos estdo posicionados de tal forma que possuem potencial para serem uma
via de sinalizagdo entre os neurdnios, entre 0s neurdnios € os capilares e entre os proprios
astrocitos. Analises morfoldgicas mostram que os astrocitos estdo intimamente associados
com os neuronios, de forma que podem envolver os terminais sindpticos, como mostrado
esquematizado na Isso levou a idéia da “sinapse tripartida”, onde além da pré e pos-
sinapse, os astrocitos também fariam parte da sinapse (Araque et al., 1999). Além disso
possuem contatos extensos com as células endoteliais dos capilares e sdo interconectados uns

com os outros através das jungdes “gap” (gap junctions) (Haydon, 2001).
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Figura 8.Via de sinalizacéo da sinapse tripartida.

Durante a transmissao sinaptica, os neurdnios liberam neurotransmissores dos terminais nervosos na
fenda sinaptica para comunicarem-se com outros neurdnios ou células efetoras tais como fibras
musculares (1). O neurotransmissor liberado (ou co-liberado) da sinapse, pode em algumas
circunstancias, deixar a fenda sindptica ¢ alcangar os receptores de neurotransmissores em células
gliais adjacentes (astrocitos ou células de Schwann perisinapticas), elevando os niveis intracelulares
de célcio nas células gliais (2). A elevag¢do na concentracdo de calcio nas células gliais, faz com que
liberem neurotransmissores, que na maioria das vezes ¢ o glutamato (3), o glutamato por feed back a

pré-sinapse pode modular a neurotransmissdo. Adaptado de Araque et al. (1999).
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1.3.3 Gliose reativa

Uma das mais remarcaveis caracteristicas dos astrocitos ¢ sua vigorosa capacidade
de resposta a diversas injarias neuroldgicas. Normalmente, sob condi¢des ndo patologicas, os
astrocitos sao identificados imunohistoquimicamente por métodos de imunodetec¢ao para
GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein). Depois de injurias, ou sob eventos patoldgicos como
doencas neoplasicas, isquemia, certos tipos de epilepsia e doencas degenerativas (como por
exemplo, mal de Alzheimer), os astrocitos proliferam e/ou mudam suas caracteristicas
morfologicas e funcionais, originando um conjunto de caracteristicas que inclui hiperplasia e
hipertrofia dos corpos celulares e processos citoplasmaticos, as quais resultam na formagao
do tecido glidtico ou cicatriz glial (Lenz et al., 1997; Audouy et al., 1999). Essas mudangas
em numero ¢ morfologia dos astrdcitos sdo acompanhadas por um aumento nos niveis de
expressao do mRNA para GFAP bem como nos niveis de expressdo da proteina, que sao
detectados no sitio de injtria e a distancia do local inicial da lesdo ou em areas de projecao da
regido lesionada. Assim o uso de anticorpos para a detec¢ao da GFAP, além de ser util para a
identificacdo dos astrocitos também ¢ utilizado para monitorar o grau de resposta a injarias
ou degeneracao no SNC (Eng et al., 2000).

A gliose reativa parece ter duas principais fungdes, quais sdo, isolar e ocupar o local
lesionado e assim permitir o crescimento € o estabelecimento funcional das sinapses.
Entretanto, varios estudos tém descrito que cicatrizes gliais representam o maior
impedimento para o recrescimento axonal depois de injurias, o que também ¢ visto como uma
vantagem, pois a cicatriz glial isola o sitio da lesdo do tecido integro do SNC, protegendo

contra danos secundarios (Vazquez-Chona e Geisert Jr., 1999; James e Butt, 2002).
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Estudos em astrocitos tem demonstrado que os nucleotideos e nucleosideos em adicao
a outros fatores de crescimento, exercem um papel importante nos mecanismos de reparo do
sistema nervoso (Rathbone et al.,, 1999; Ciccarelli et al., 2001). Em concordancia foi
demonstado que a adi¢do de ATP ou analogos do ATP em culturas de astrocitos, reproduz o
conjunto de reagdes que caracterizam a gliose reativa (Neary e Zhu, 1994; Neary et al.,

1996).

1.3.4 As purinas e os astrocitos

A grande maioria dos dados disponiveis sobre o efeito dos nucleotideos e
nucleosideos em astrocitos se refere a diferenciagao e proliferagao (Rathbone et al., 1999).
Neary et al. (1994), observaram que o tratamento de culturas primarias de astrocitos com
ATP ¢ FGF-2 induz um significativo aumento na incorporagdo de [*H]-timidina (2 e 14
vezes, respectivamente). Surpreendentemente, o co-tratamento destes dois fatores, induziu
um aumento de 52 vezes, revelando um expressivo sinergismo entre os efeitos do ATP e
FGF-2. A liberagdo de fatores de crescimento pela microglia, que poderia mediar esse
sinergismo foi descartada pela quantidade desprezivel dessas células contaminando a cultura
de astrécitos (Neary et al., 1994)

Os anélogos hidrolisaveis do ATP como a 2metiltioadenosina trifosfato (2MeSATP) e
analogos hidrolise resistentes como a 5’ adenosinafy-imidotrifosfato (AMP-PNP) ou o
0B metilenoATP, aumentam a razdo de proliferacdo em culturas de astrocitos (Abbracchio et
al., 1994; Ciccarelli et al., 1994). Este efeito ¢ mediado pela ativagdo de purinoreceptores
P2Y metabotropicos, pois € inibido pela suramina, um antagonista ndo seletivo para P2, ou

pelo reactive blue 2 (RB2), um antagonista de receptor P2Y mais seletivo (Ciccarelli et al.,
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1995). Além disso o ATP extracelular, através de mais de um tipo de receptores P2, ativa a a
cascata da ERK em astrdcitos que tem uma funcdo importante no controle da proliferagao
celular ou diferenciacdo (Lenz et al., 2000), uma vez que a inibicdo dessa via inibe a

proliferacdo (Neary et al., 1999).

1.4 Gliomas

Os tumores cerebrais representam um grande desafio para aqueles que recebem e para
aqueles que fornecem o diagndstico. Localizados em regido de dificil acesso, resistentes a
radiacdo, a quimioterapia e a cirurgia para remocao, oferecendo grande risco as fungdes
desempenhadas pelo cérebro, os tumores do SNC sao um apelo constante a novas estratégias
terapéuticas.

Dentre os varios tipos de tumores do SNC, os mais frequentes sdo os gliomas.
Originados das células da glia ou neuroglia, os gliomas sdo caracterizados conforme sua
hipotética linha de diferenciacdo, ou seja, se apresentam caracteristicas astrociticas,
oligodendroglial ou ependimal. Diferentemente dos outros tumores solidos, os gliomas
raramente formam metéastases fora do SNC, assim a classificagdo do grau do tumor ¢
determinada clinicamente (Maher et al., 2001).

Os gliomas sao classificados e graduados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
conforme a malignidade através das caracteristicas histologicas determinadas empiricamente,
tais como: morfologia celular, atividade mitotica, proliferagdo microvascular e necrose. De
acordo com o comportamento biologico dos tumores individuais, os graus de malignidade
variam de I (os menos agressivos biologicamente) até o grau IV (os mais malignos), sendo

que os tumores podem apresentar mais de um grau (Maher et al., 2001; Collins, 2002).
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1.4.1 Astrocitomas

Os astrocitomas sdo os tipos mais comuns de gliomas, constituindo 65 —70% de todos
os tumores cerebrais primarios, sendo classificados pela OMS em: astrocitomas pilociticos
(grau 1), astrocitomas (grau II), astrocitomas anaplasticos (grau III) e glioblastomas (IV).

Os astrocitomas pilociticos, classificados como gliomas de grau I, sdo biologicamente
benignos ¢ podem ser cirurgicamente curados se forem resectdveis no momento do
diagnostico. Ocorrem principalmente em criangas, raramente progridem para tumores
malignos e geralmente sao de bom prognoéstico (Collins, 2002).

Os astrocitomas de grau II possuem ocorréncia generalizada no cérebro, afetando
principalmente adultos jovens. As informacdes sobre as caracteristicas citogenéticas e
moleculares destes tumores sdao ainda limitadas (Collins, 2002). Sao caracterizados por um
alto grau de diferenciacdo, crescimento lento, e geralmente nao possuem alta atividade
proliferativa ou mitotica, ndo existindo necrose ou proliferagao endotelial (Laws et al., 1999).
Diferentemente dos astrocitomas pilociticos, os astrocitomas de grau II podem apresentar
transformac¢do maligna, sendo que 70% progridem para tumores de grau Ill e IV dentro de 5-
10 anos depois do diagndstico (Maher et al., 2001). A média de sobrevida de pacientes com
esse tipo de tumor ¢ de aproximadamente 7 anos (Collins, 2002).

O astrocitoma anaplastico, grau III ¢ assim denominado por apresentar areas de
anaplasia, onde o tumor perde a sua textura homogénea. Em geral nas zonas profundas,
formam-se hemorragias, areas de necrose e outras areas opacas ¢ granulosas (Duarte et al.,
1994). Ao microscopio observam-se regides que sao mais densamente povoadas de células,
possuindo numero varidvel de células gigantes uni e multinucleares, figuras de mitose e
proliferagdao endotelial vascular (Girolami et al. , 2000; Duarte et al., 1994). Sdo tumores
altamente invasivos e multifocais, com bordas irregulares que invadem o tecido normal que
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os rodeia. Grande numero destes tumores progridem e se tornam glioblastomas (Laws et al.,

1999). A média de sobrevida ¢ de 3 a 4 anos (Collins, 2002).

1.4.1.1 Glioblastoma multiforme

Os glioblastomas pertencem aos gliomas de grau IV, os quais sdao altamente malignos,
usualmente resistentes a quimioterapia e radioterapia (Maher et al., 2001) e sem tratamento,
95% dos pacientes morrem dentro de 3 meses depois do diagnostico (Bredel e Pollack, 1999).

Os critérios histologicos para glioblastomas sdo bem definidos e se esses tumores
forem adequadamente amostrados, sdo geralmente faceis de diferenciar dos astrocitomas de
baixo grau de malignidade (Maher, 2001). As principais caracteristicas histoldgicas sdao o
polimorfismo celular, com células gliais imaturas e aberrantes, apresentando imagens de
mitose; e a hipercelularidade, traduzida pela proliferagdo de células imaturas, pequenas,
arredondadas, com citoplasma de limites imprecisos. Devido ao répido crescimento, provoca
extensas areas de destrui¢do do tecido nervoso, causando edema e necrose, caracterizada por
um padrao sinuoso nas areas de hipercelularidade, com células tumorais altamente malignas,
posicionadas ao longo das bordas necrdticas. A microscopia eletronica mostra lesoes
infiltrativas no tecido cerebral que rodeia o tumor, caracteristica sempre presente nos
glioblastomas (Laws et al., 1999).

Os glioblastomas se dividem em dois subtipos, primarios e secundarios (Figura 9). Os
glioblastomas primdrios, tipicamente surgem em pacientes idosos, como um tumor agressivo
e altamente invasivo, usualmente sem qualquer evidéncia clinica prévia da doenga. Ja os
glioblastomas secundarios, sdo observados em pacientes mais jovens, que inicialmente
apresentaram astrocitomas de baixo grau (Maher, 2001). Nestes casos, apesar dos
tratamentos, a transformagdo em glioblastoma ocorre, geralmente, dentro de 5 a 10 anos do

inicio do diagndstico, sendo que podem ser observadas, nas populagdes celulares primadrias,
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as caracteristicas dos diferentes estagios do tumor durante a progressdo (Maher, 2001;

Collins, 2002). Uma vez estabelecidos, glioblastomas primarios e secundarios sao

indistinguiveis clinicamente, possuindo taxas de proliferagdo e invasdo equivalentes, bem

como resisténcia a todas as modalidades terapéuticas (Maher, 2001).
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Figura 9. Os dois tipos de glioblastoma.

Adaptado de Mabher, 2001.
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O processo de transformacdo de uma célula normal em uma célula tumoral é extenso e
pode proseguir por diversos caminhos, sendo que somente alguns dos processos moleculares
sdo compartilhados por um determinado tipo de neoplasia. Desta forma, acredita-se que cada
novo tumor originado possui uma caracteristica genética e epigenética tnica.

Glioblastomas apresentam o maior nimero de anormalidades genéticas entre os
tumores astrociticos. Embora a frequéncia das mutagdes genéticas especificas, possa variar
entre glioblastomas primdrios e secunddrios, os mesmos tipos de alteragdes genéticas sao
encontradas em ambos subtipos (Maher, 2001).

Como exemplificado na os eventos celulares que levam a gliomagénese
sdo diversos. Entre eles, um dos processos mais frequentes que os tumores possuem em
comum, ¢ a delecdo do gene supressor tumoral, p53, um fator de transcri¢do, que regula a
progressdo do ciclo celular e apoptose em resposta a varios fatores extracelulares, como por
exemplo dano ao DNA e mutacdes oncogénicas (Bogler et al., 1999). Outra alteragdo comum
¢ a amplificacdo ou mutacdo do receptor de EGF (epidermal growth factor), sendo

encontrada em 30 a 50% de todos os glioblastomas multiformes (Dai e Holland, 2001).
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Figura 10. Relagdo entre sobrevivéncia média, caracteristicas histoldgicas e maiores

lesGes genéticas associadas com cada tipo de tumor.

Adaptado de Mabher et al. (2001).
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Outra via de sinalizacdo muito importante para a gliomagénese ¢ a via da PI3K/Akt
(. Esta via ¢ ativada por diversos fatores de crescimento e estd principalmente
envolvida na regulacdo da sobrevivéncia celular, isto €, a sua ativagdo produz um efeito anti-
apoptético. Essa via € controlada pela atividade de uma proteina citoplasmatica, PTEN
(phosphatase and tensin homologue deleted from chromosome 10), que apresenta atividade
proteina e lipideo fostatase. Assim, PTEN diminui a quantidade de PIP; (fosfatidilinositol
3,4,5-trifosfato) dentro das células, antagonizando as cascatas de sinalizagdo celulares
mediadas pela PI3K (fosfatidilinositol 3-quinase), que estdo envolvidas na proliferacao,
regulacdo transcripcional, metabolismo da glicose, migragdo celular, sintese de proteina e
apoptose (Penninger e Woodgett, 2001) .

Tem sido observado que o cromossomo 10 foi parcialmente ou inteiramente deletado
em aproximadamente 90% dos glioblastomas. A regido 10q23-24 foi postulada por conter
pelo menos um gene de supressdo tumoral e experimentos de transferéncia de
minicromossomos mostrou uma abilidade de supressdo tumoral. Com diferentes técnicas, trés
grupos isolaram independentemente o gene de supressdo tumoral do cromossomo 10q23 que
foi chamado PTEN (phosphatase and tensin homologue deleted from chromosome 10),
MMACI1 (mutated in multiple advanced cancer) ¢ TEP1 (TGF 3 regulated and epithelial cell
enriched phosphatase 1). Acredita-se que o cromossomo 10 possua outros genes supressores,
devido ao fato de que foram observadas frequentes perdas do cromossomo 10p14-15 durante
desenvolvimento de gliomas. Analises citogenéticas de diversos gliomas, demonstram que
PTEN esta mutado somente em gliomas de alto grau (astrocitoma anaplastico e glioblastoma

multiforme) (Besson et al., 1999).
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proteina tirosina fosfatase ou fosfatidilinositol 3-fosfatase.

Adaptado de Besson et al (1999).
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2 Objetivos

Este trabalho serd apresentado na forma de capitulos, constituidos por artigos

cientificos publicados e/ou submetidos, que visaram cumprir os seguintes objetivos:

Capitulo 1- conhecer e caracterizar cineticamente o metabolismo do ATP em culturas

de astrocitos de diferentes regides cerebrais.

Capitulo 2- comparar o metabolismo do ATP observado em cultura de astrocitos,

com diferentes linhagens de gliomas humanos e de ratos.

Capitulo 3- identificar os membros da familia das E-NTPDases responsaveis pelo

metabolismo do ATP ¢ ADP, observado em culturas de astrocitos;

Anexo do capitulo 3- constitui-se de dados preliminares de um manuscrito em
preparagao, onde o objetivo ¢ estudar a expressao e localizagdo das E-NTPDases em
gliomas, como perspectiva de um novo trabalho, onde se investigara o envolvimento das

E-NTPDases na gliomagénese.
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3 Capitulos - artigos cientificos

3.1 Capitulo1

Extracellular adenine nucleotides metabolism in astrocyte

cultures from different brain regions

Paper in press na Neurochemistry International.
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1. Tmeroduetion

Besides thelr energetic fusction, niscleotides represem an
important amd whiguitous class of extmeellular molecules
that imteracis with specific recepiors, activating signaling
pathways that are crucial for normal functiomng of the ners
vous system { Ralevic amd Bumstock, 1908), ATP is a fast ex-
cilatory ynaplic trangimiber in both central nervous systens
{CNE) and perpheral nervous systems (PNS), acting via two
types of purinergic recepions, the Hgand-gaved bon channels
(PN puninocepiors) amd the G protein-coupled esepior
{P2Y purinocepiors) {Ralevie amd Bumsiock, 1998 Ed-
wards et al., 1992; Evans eq al., 1992; Bean, 1992; [les and
Morenberg, 1995), Studies have showen that ATP is an impor-
tant melecule, which promotes association betwesn peurons
and ghial cells and i darectly mvalvad in sstrocy s calcium
wiave propagation {Scemes et al., 2000}, regulaton of blood
Ao amd bomeosiasis (Enjyoaj et al, 1999) and infllamma-
tory reactions in the brin (Ferran & al, 1997} In caltumed
astrocyies, ATP induces long-teom trophic effects includ-
ing momhadogical differentiation and proliferation, reasctive
astroglicosis as observed in tissue injury and repair (Meary
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et &l 1999, Finally, extracellular ATP demonstrates o be
a eo-aubstrate for ecloprotein kinases, resulting in the pro-
duction of phasphoproteins and ADP (Zimmermann, 20010,

The events induced by extracellular adenine nucleotides
are controlled by the sction of ecto-enzymes, which rep-
resent 3 general and important mode of modulating new-
rotransmession. E-MTPDuases are enzymes tha hydrolyze
adenosing tni- and diphosphates (Zimmermana, 20010, an-
chored o the plasma membrane via hydrophobs Somains
al the carboxy and'or ammind lemmini, posixaing 18 eney-
matic activity ouside of the cell. E-NTPDase | (CD39,
eclo-apyrase of ecto-ATPdiphosphobydrolase) hydrolyses
nuclenside mi- and diphosphates equally well, E-NTPDase
2 {ecto- AT Pase ) hydrolyses nuclesside diphosphates only 1o
a marginal extent and E-NTPDase 3 (HBA) has a three-fold
preference for mucleoside miphosphates over diphosphates
{(Eimmermann, 2001 Edo-5-nuclealidase COTI  hy-
dralyzes muclecside monophosphates such as AMP to the
respective nucleoside amd 15 a key enzyme in the mucleotide
degradation pathway (Zimmermann, 1992 Adenosine,
the end produet of the ATP hydrodysis, is an impomant
neuromodulalon, activabes Hs own fammaly of receptors,
eliciting physiological responses and exiending the range
of signaling propenties of ATP {James amd Richandson,
1993),
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Several functions have been considered for astrocytes,
such as regulation of the ionic milieu of neurons, control of
level of neurotransmitters through the ability 1o uptake amino
acids, biogenic amines and adenosine (Schoushoe, 1981) and
substrate available for protein synthesis (Hamberger, 1971).
Intact astrocytes cultured were able to convert extracellu-
lar ATP to ADP via ecto-5"-nucleotidase pathway (Lai and
Wong, 1991). The distribution and the physiological role
of both purinetgic receptors and ecto-5"-nucleotidase activ-
ities vary from tissue to tissue and the specific cell types,
which produce the enzymes, are of diverse origin and func-
tion ( Thompson et al., 1990). For example, in the hippocam-
pus, the role of ecto-5"-nucleotidase as a source of neu-
romodulatory adenosing is well established (Cunha et al.,
1996) and alterations of ecto-5"-nucleotidase activities have
been found under pathological conditions, such as ischaemia
and epilepsy (Zimmermann, 1996; Nagy et al., 1990). In
synaptosomes of cerebral cortex, ATP metabolism appears
similar to hippocampus (Richardson et al., 1987; Terrian
et al., 1989). Moteover, in cerebellum, adenosine could be
involved in regulatory events, which might be essential for
the maintenance of body fluid-brain barriers (Kalaria and
Harik, 1980). In the present work, we studied the ability of
astrocytes cultured from rat cerebral cortex, hippocampus
and cerebellum to metabolize extracellular ATP, in order to
contribute for the understanding of the physiological effects
of nucleotides in these distinet areas of the brain.

2. Materials and methods
2.1, Astrocyte culture

Primary astrocyle cultures were prepared as previously
deseribed (Pinto et al., 2000). Briefly, hippocampus, cortex
and cerebellum of newborn Wistar rats (1-2 days old) were
removed, and dissociated mechanically in a Ca*t- and
Mgt -fiee balanced salt solution (CMF-BSS) pH 7.4, con-
taining 137 mM NaCl, 536 mM KCl, 0.27 mM Na;HPO4,
1.1 mM KHz2PO4, 6.1 mM glucose. Aller centrifugation at
1000 rpm for 5min the pellet was resuspended in eulture
medivm (pH 7.6) containing 1% DMEM, 8.3% mM HEPES
(pH 7.6), 23.8mM NaHCO:, 0.1% lungizone, 0.032%
garamicine and 10% fetal calf serum (FCS) from Gibeo.
The cells were plated at a density of 1.5 x 10° cells/cm?
onto 24 multiwell plates pre-treated with poly-L-lysine.
Cultures were maintained in 5% CO2/95% air at 37 "C and
allowed 1o grow to confluence and used at 21-28 days in
vitro. Medium was changed every 3—4 days.

2.2, Ecto-§-nucleotidases axsays

To determing the ATP, ADP and AMP hydrolysis, the 24
multiwell plates containing astrocytes were washed three
times with incubation medium in absence of nucleotides.
The reaction was started by the addition of 200 wl the in-

cubation medium containing 2mM CaCla, 120 mM NaCl,
SmM KCL 10 mM glucose, 20 mM Hepes, pH 7.4 and 3 mM
ol ATP or ADP at 37 °C. For AMP hydrolysis the same in-
cubation medium was used with exception that the 2mM
MgCly was used instead of CaCly and 1 mM was the nu-
cleotide final concentration. Alter 10 min of incubation, the
reaction was stopped by taking an aliquot of the incubation
medium was withdrawn and transferred o a tube containing
TCA (5% (wiv)) previously placed on ice. The release of in-
organic phosphate (Pi1) was measured by the malachite green
method (Chan et al., 1980), using KH2POy4 as a Pi standard.
The non-enzymatic Pi released from nucleotide into assay
medium without cells and Pi released from cells incubated
without nucleotide was subtracted from the total Pi released
during incubation, giving net values for enzymatic activity.
All samples were run in triplicate. Specific activity is ex-
pressed as nmol Pi released/{min mg) of protein.

2.3, Analysis of extracellular ATP metabolism by HPLC

After 21-28 days of culture, the cellular monolayers were
washed three times with incubation containing 2 mM Ca(l,,
120mM NaCl, 5mM KCL 10mM glucose, 20 mM Hepes,
pH 7.4. The reaction was started by adding ATF at final con-
centration of 100 pM and, when indicated, in presence of
40 pM dipyridamol (final concentration) to the same incuba-
tion medium described above. The final volume was 300 pl
and the incubation was carried out at 37°C. Afier different
times of incubation (0, 10, 30, 60, 90 and 180 min), the su-
pernatant was taken and maintained on ice. The supernatant
was centrifuged at 1°C for 30min at 16,000 < g and aliquots
of 50l were applied to a reversed-phase HPLC system
(Shimadzu, Japan) using a Cyg Shimadzu column of 12 ¢m
{Shimadzu, Japan) at 254 nm with a mobile phase containing
60 mM KH>POy, 5mM tetrabutylammonium chloride, pH
6.0, i 30% methanol according o a previously described
method (Voelter et al, 1980). All peaks were identified by
its retention time and by comparison with standards, The re-
sults were expressed in order to estimate the difference in the
percentage of the controls and different compounds in the in-
cubation time. All incubations were cartied out in triplicate
and the controls to correct for non-enzymatic hydrolysis of
nucleotides were done by measuring the peaks presents into
the same reaction medium incubated without cells. Controls
for cellular purine secretion were done incubating the cells
without substrate in the same condition described above.
The levels of secreted adenosine, inosine and hypoxanthine
were 0011 £ 0.006, 1.06 £0.15 and 0.037 £+ 0.002 nmol,
respectively. The values were similar in the tree structures
studied and they were discounted off on incubations with
ATP.

2.4, Protetn determination

Cells in the 24 multiwell plates were dried and solubi-
lized with 100 pl of NaOH 1N and frozen overnight. Then,
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an aliquot was taken and the protein was measured by the
Coomassie blue method (Bradford, 1976), using bovine
serum albumin as standard.

2.5 Immunocyiochemistry

Confluent hippocampal, cortical and cerebellar astrocyte
cultures were fixed in 70% acetone for 3min and washed
with cold PBS. Non-specific binding sites were blocked
for 30 min with 7% normal goat serum/PBS and exposed
overnight at 4°C to primary polyclonal antibodies for
anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP) (sigma) (1:500)
as a marker for astrocytes. After three washes with PBS,
cells were treated with 0.153% hydrogen peroxidase (Sigma)
to inactivate endogenous peroxidase and then incubated
with biotinylated secondary anti-rabbit 1gG (2 pg/ml) for
1h at room temperature. Following the incubation with
avidin-biotinylated horseradish peroxidase complex (ABC,
DAKO, Denmark), the staining was visualized by reacting
with 3,3-diaminobenzidine tetrahydrochloriden (DAB) and
hydrogen peroxide using a DAB reagent set {Vector lab,
Burlingame, CA).

2.0. RT-PCR analvsis

Total RNA from astrocytes cell cultures was isolated with
Trizol LS reagent (Life Technologies) in accordance with
the manufacturer’s instructions. The ¢cDNA species were
synthesized with SuperScript 11 {Life Technologies) from
2 pe of total RNA in a total volume of 20 pl with an oligo
(dT) primer in accordance with the manufacturer’s instruc-
tions. ¢cDNA reactions were performed for 1h at 42 °C and
stopped by boiling for 5 min. Two microliters of cDNA was
used as a template for PCR with primers specific for CD73.
As a control for cDNA synthesis, B-actin-PCR was per-
formed. 2 pl of the RT reaction mix was used for PCR in
a total volume of 25 pl using a concentration of 0.5 pM
of each primer indicated below and 50 pM of dNTP, 1U
Taq polymerase (Life Technologies) in the supplied reaction
buffer.

The PCR cycling conditions wete as follows: for CD73
455 at 94°C, 455 at 64°C, 1min 30s at 72°C (amplifi-
cation product 403 bp) and the same conditions for B-actin
(amplification product 210bp). All PCRs were carried out
for 35 cyeles and included an initial 3 min denaturation
step at 94°C and a final 10min extension at 72°C. Ten
microliters of the PCR reaction was analyzed on a 1.5%
agarose gel. The following set of primers were used: CD73:
S'CCC GGG GGC CAC TAG CAC CTC AY and 5'GCC
TGG ACC ACG GGA ACC TT 3'and for B-actin: 5'TAT
GOC AAC ACA GTG CTG TCT GG 3 and 5 TAC TCC
TGC TTC CTG ATC CAC AT 3. Oligonucleotides were
obtained from Invitrogen, Brazil. CD73 mRNA expression
was determined as the ratio of the CD73 to B-actin band
density.

2.7 Shatisfics

The mean + 5. E.M. data for groups of three or four ex-
periments were analyzed by ANOVA and, when necessary,
a post hoe Student—Newman—Keuls test was done using the
statistical program SPSS 6.0 for Windows. The values ob-
tained in the assays were considered statically differed from
control group with a P < 0.05.

3. Results
3.4 ATE ADP and AMP hvdrolysis

The purity of astrocytes cultures prepared {rom hippocam-
pus, cortex and cerebellum were confirmed by immunocy-
tochemistry to GFAP, as shown in Fig, 1.

In a first set of experiments, we investigated the hy-
drolysis of adenine nucleotides in astrocyte cultures. Astro-
eyte cultures obtained from hippocampus, cortex and cere-
bellum were able 1o hydrolyze ATP, ADP and AMP (Fig.
2A-C). All conditions for nucleotide hydrolysis such as
cation dependence, substrate saturation and incubation time
were previously determined in order to ensure the linear-
ity of reaction (data not shown). The rate of ATP hydrol-
ysis in hippocampal and cortical astrocytes is similar, with
values of 897 = 108 and 670 £ 62 nmol Pi/(minmg) pro-
tein, respectively (Fig. 2ZA). In contrast, ATPase activity
(492 £ 28) in astrocytes from cerebellum was significantly
less in relation to hippocampus (Fig. 2A). Fig. 2B shows
the ADP hydrolysis in astrocytes cultures. The specific ac-
tivities for ADP hydrolysis in astrocytes from hippocam-
pus, cortex and cerebellum were very similar: 111 £ 14,
94 + § and 114 = 14 nmol Pi/{min mg) protein, respectively.
On the other hand, the AMP hydrolysis in cerebellar as-
trocytes (108 £ 12) was significantly higher when com-
pared with hippocampal and cortical astrocytes (16 £ 3 and
12 £ 3, respectively) (Fig. 2C). The AMP hydrolysis is not
significantly different in hippocampus and cortex astrocytes
cultures.

3.2, Analysis of extracellular ATP metabolism

The extracellular products of ATP hydrolysis by astro-
eytes from hippocampus, cortex and cerebellum were ana-
lyzed by HPLC. Within 30 min, virtually all the extracellu-
lar ATP was metabolized in the presence of intact astrocytes
with a subsequent ADP production (Fig. 3). The hippocam-
pal and cortical astrocytes demonstrated a similar pattern
ol extracellular ATP metabolism. Both cellular types could
quickly metabolize the extracellular ATP leading to an ADP
accumulation (60 and 40% for hippocampus and cortex as-
trocytes, respectively) (Fig. 3A and B). The extracellular
ATP was also rapidly metabolized by cerebellar astrocytes,
but the ADP level was significantly lower (20%) (Fig. 3C).
For all astrocyte cultures studied, the level of extracellu-
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Fig. 1. Representative photomicrographs of GFAP immunoreactivity in
astrocyte cultures from different bram regions. Astrocytes from hippocam-
pus (Hep, cortex (Cx} and cerebellum (Ch) were fixed in acetone and
immuno-stained with polyclonal antibodies for GFAFP as described in
Section 2. Secale bar 50 wm.

lar ADP only started to decrease when the ATP level was
already reduced to around 20% (Fig. 3A-C). suggesting a
very active ATPase activity in these cells. In hippocampal
and cortical astrocytes the ADP was completely catabolized
in 180 min (Fig. 3A and B) and in cerebellar astracyles in
60 min,
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Fig. 2. ATPase, ADPase and AMPase activities in the astrocyte cultures.
Hippocampal (Hc), cortical (Cx) and cerchellar (Ch) astrocytes wers
assayed for the presence of nucleotidases as described o Section 2
using 3.0mM ATP/ADP and 2.0 mM Ca*? or 1L.0mM AMP and 2.0mM
Mg** . (A) ATP hydrolysis. (B) ADP hydrolysis. (€} AMP hydrolysis.
Bars represent means = S.E M. of at last three different expenments. (%)
ATPase activity in cerchellum s significantly different from hippocampus
and (%#) AMPase activity in cerebellum is significantly different from
cortex and hippocampus (% P < 0.05 and ¥% p - 0.01).

In this way, there was a gradual increase in AMP amount
until a maximal of 70% in 30 min for cerebellar astrocytes
(Fig. 3C) and in 60 min for hippocampal and cortical astro-
cytes (Fig. 3A and B). In contrast to hippocampus and cor-
tex, astrocytes from cerebellum hydrolyzed the extracellular
AMP very rapidly and the AMP levels after 180 min of in-
cubation were virtually zero (Fig. 3C). The higher rate of
AMP metabolism in cerebellar astrocytes than in hippocam-
pal and cortical astrocytes is in agreement with the results
obtained with the AMPase activity measured by Pi released
(Fig. 2C).

At the end of incubation time (180 min) the compounds
that accumnulate in the incubation medium of hippocampal
and cortical astrocytes were AMP (60%), inosine (20%) and
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bellar astrocyees. The mirecyie cubures from hippocempus (A, comex
1B &nd eerebelleim (0] weie ibmiel] wal ATF 100 p 8 s &n slagiicl
of the supematant was withdraees a2 0, 10, W, $0, 90 and 180men and
ihe presence of ATP, ADF, AMP, sdencaine |ADDL mosne (TNO] and
hypexanitens CHX | were detormincd afier sepmeahion by HFLT. The com-
pounds of the punine cascade were idemified and measared by compansos
wilh sinkeds The dati wbe mican + 5 FENL of a1 kean theee Sffzissl
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hypoxanthine (10-and 5%, respectively) (Fig. 34 and Bl In
cerehellar astrocyies, the compounds that are presemt af the
e of incubation timse (180 min) were AMP (10%), inosine
(60%h) amd hypoxanthing {20%%) (Fig, 3C) Very Low ndeno-
gins lewels were detected at this timse of even in hippocampal
pstrocyles whese its conventration reaches 5% of the todal
amouint of purines in the medium (Fig. 3A)

3.3 Effect of digaridamad o extraceliudar ATP metabadisn

Although astrogye cultures present a high rase of exira-
cellular ATP degradation, it was ot observed amy adenogine

Fig. 4. The effect of dipyndama on the concemmaon of exirecellular
macleosides in leppocaspal (e, cortical ¢0x) and corcheller (OB as-
irocyies. The msrocyie culivees were snoabaied with ATE 100 wM with
augl {black) or wah dpgralamiol (40 pM) (gray). The rcbine amsunts
of adenomne (A and mosing (1 wems mesmend by HFLE a8 de-
bl 5 2 The i hi were ulentibed and Sessesiad
by compamson weth stindards The data e mean b S 5M, of al
I=:n:iru|il’liu'cll experments. Sipaificasily differenl from comirned
Ll S T 1Y

accimulstion 16 he medium of ncubation. Thus, 1o betler
imvestignbe the fte of adenosine genembed by AN P hydrody-
sig, the products of ATP degradation was followed by HPLC
in the presence of dipyridamol, o classical blocker of nugle-
psidle transponters, in the meshation mediemn Allough the
relative adenosine levels were imgrensed in the presence of
40 M dipyridamol 6 hippocampal and cortienl astrocyies
[Fig. 4A}, the shsolute amount of thiz metabalite was nlmost
insignifbcant whien compared 1o mosine level. Moreaver, -
cubation with dipyridamol increased signaficantly the ine-
sime amounl m these cellular ypes (Fig. 4B) Dillesently
from hippocampal and cortical astrocytes, dipyridamol had
ney sagnificast effect on the extracellular adenosine aml ino-
gine amounts on ingubation medium from cerebellar astro-
cytes [Fig. 4A and B).

Jd. Expression of the ecto-3 -auclpotickere fn astrocyne
cudfure cedly v Aipgpocasipus, corlex amd ceredelium

The pamern of AMP hydrolysis was higher in cere-
bellar astrocyies, when compared o hippocampal and
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cortical cells. Therefore, s venly of this increase on the
AMP hydrolysas 12 2 resull of a higher expression alf
ccto=3 -nuclenisdase, the mENA bevels were measured o
mippocampal, corbeal and cenebellar syl culfures.
All cell cwlnares revealed specific sigral {405 bp fragment)
cormeaponding © mRNA for ecto-5-nucleotidase (Fig. 5h
The imtersity of the hands obinined wiath hippocampal and
cortical ASIFOCYICE Were similar (Fig. 5A and B). How-
ever, a stronger signal was produced by cerebellar asimo-
cyles, which is in ppreement with the specific activities
aml with the analysis of exiracellular AT metabolism by
HPLL.

4. Dhiscussion
Astrocyies represent the magor cellular population in the
C™5. It has been shaown that they are not merely supportive

brain cells, but are mdpensable partners of neurons, ether
in phiysiokogicsl o in patholegical conditicns

Among the cerebral cells, astrocyles ane the maan souroe
ol extracellular ademine-based punnes and an mapostant o=
get for the sctions of purines (Clecarelli et gl 2000 ) Afher
ehen therr luncton, exracellular mocleotides, e.g ATF ame
regulated by the activity of a cascade of cell surface-bound
eneymes sach as E-NTPDases, ecto-3'-muclecticase and
ecbo-pdennsne deaminase, These enzymalic activilies cum

mAMY Egpression s aswocyies fom O, Ox

regulaie the exiracellulsr concentrabion of adénine mu
cleotides amd nscleosides molulating its locl effects

Im the presemt snady, the excracellular ATE, AL AMEF
and adesosine degradston and metsbolism wene @xarmined
im astrocyies culiures obiained of i hippocampus, conex
and cerebellum. These cubuises have been previously charac-
terized angl express momhological argd hiochemicnl hetero-
geneity with distinct secretion of proteins (Pime et al_, 2000),
The ATF, ADP and AMP bydrolysis profile was samular
hippocampus amdl cortex astrocytes, with an ATFRADE by-
drolytic ratse of B:1. 1o contrasl, the ATPase activly m cere
hellar astrocyted was significamtly bower (around 1.5-fokd)
ikan hippocampal astrocytes, with tbe ATPADE hydeolytic
ratio of 5:1. These caalyin ratios sugpest 3 belergenioous
distributicn of the members of E-NTPDase family in the xs-
IFocyies from different beain regaE {Lammermman, SO0,
H|'|_'|'| et al., 1997

Chee analysis of extracellular ATP metabolism by HPLC
demonsirated that 1t 5 completely bydrolyxed m 30 min by
all mstrocyte cultures examined, while ADP aocumulates
maone e medium ol comcal and hippocampal than m
oerebellar pstrocytes, The merease in AMP amount in 30 min
lor cerebellar astrocyies (Fig. A0) with a lower ATPase ac-
ity (Frg. ZA) may swegpest the presence ol an apyrase-like
enzyme andl'or an ATP pyrophosphatase on ATP degrada-
tson cascade, in ssirocyies from this sinecture (Heime e al.,
195043}, At the end of the mcubstian fime, sdencsine was nil
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detected in significant levels and the maximal level was 3%
in hippocampal astrocytes. The lack of adenosine accumula-
tion could be the result of extracellular mechanisms that are
responsible for the control of its concentration, such as the
adenosine uptake by a specialized transport system or the ac-
tion of the ecto-adenosine deaminase activity (Franco et al.,
1997, Geiger et al., 1988; Cunha et al., 2000) with a conse-
quent inosine production. To evaluate the adenosine fate, we
performed experiments adding dipyridamol that can block
more than 90% the adenosine up-take in astrocyte cells in
culture (Lai and Wong, 1991; Frizzo et al., 2001). Dipyri-
damol increased significantly the inosine levels in the ex-
tracellular medium of hippocampal and cortical astrocyles,
indicating the participation of nucleoside transporters in the
control of extracellular levels of this compound. However,
there was not a parallel increase in the extracellular amount
of adenosine. Therefore, we can conclude that adenosine is
rapidly metabolized extracellularly, by the ecto-ADA, to in-
osine which is the main nonphosphorylated product detected
at 180 min in the medium. In contrast, in cerebellar astro-
cytes, dipyridamol did not affect the concentration of the nu-
cleosides despite the high AMP hydrolysis, indicating that
ecto-adenosine deaminase activity is considerably higher in
cerebellar than in hippocampal and cortical astrocites. Taken
together, these results point o the presence of a very ac-
tive ecto-adenosine deaminase in astrocytes from hippocams-
pus, cortex and cerebellum that may be the most important
mechanism for the control of extracellular adenosine levels
in intact astrocyte cultured from these brain regions brain.

The main finding of the present study is the elevated
ecto-3"-nucleotidase activity that was seven fold higher in
cerebellar astrocytes. This high ecto-5"-nucleotidase activ-
ity in cerebellum astrocytes is in accordance with the strong
expression of its mRNA when compared with hippocampal
and cortical astrocytes.

What is the biological meaning of this difference in the
AMP metabolism found in cerebellar astrocytes? At the
present, this is an open question about which we can just
raise some suggestions. Previous studies performed in cere-
bellum indicate that the ecto-3"-nucleotidase may serve as a
marker for migratory nerve cells, and its widespread local-
ization in developing cerebellum suggest that this enzyme
plays a role in neuro-glial interactions {Schoen et al., 1988),
There are evidences that enzymalic activity for hydrolysis of
AMP is related with an important function in neural devel-
opment and regeneration (Maienschein and Zimmermann,
1996), which is generally more rapid in cerebellum than in
other brain structures (Marangos et al., 1982). Moreover, the
products of AMP catabolism, adenosine and inosine, may act
as trophic agents on the CNS, inducing functional changes,
which modulate neuronal differentia (Rathbone et al.,
1992: Rathbone et al., 1999).

In summary, the results obtained here demonstrate that
astrocyles from cerebellum exhibited distinet nucleotide hy-
drolysis when compared with hippocampus and cortex indi-
cating differences in ATP metabolism in the brain areas,
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Abstract

In order to characterize the enzymes involved in the purine nucleotide catabolism as
indicators of invasiveness and aggressiveness of malignant gliomas, the degradation of
extracellular nucleotides by five different glioma cell lines was investigated and compared with
primary astrocytes. Rapid hydrolysis of extracellular ATP and ADP by astrocytes was
observed, whereas all glioma cell lines examined presented low rates of ATP hydrolysis. In
contrast, ecto-5’-nucleotidase activity was increased in glioma cell lines when compared to
astrocytes. Considering that ATP is recognized as a mitogenic factor that induces proliferation
in human glioma cells, the substantial decrease in ATP and ADP hydrolysis observed in
gliomas leads us to suggest that alterations in the ecto-nucleotidases pathway may represent an

important mechanism associated with malignant transformation of glioma cell lines.

Key words: ATP; NTPDases; Ecto-5’-nucleotidase; Astrocytes; Gliomas; Proliferation.
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1. Introduction

Nucleotides, a ubiquitous class of signaling molecules, are known to regulate many
pathophysiological functions in the extracellular space. Extracellular ATP is recognized as
an agonist that mediates a wide variety of biological responses in the central and peripheral
nervous systems, largely by binding to either G protein-coupled P2Y or ligand-gated P2X
receptors [1]. There are important mechanisms that control external concentration of ATP
and hence regulate these P2- mediated effects. Ectonucleotidases constitute a highly
organized system for the regulation of nucleotide-mediated signaling, controlling the rate,
amount and timing of nucleotide (e.g. ATP) degradation and nucleoside (e.g. adenosine)
formation. The hydrolysis of ATP to AMP is catalyzed either by ecto-ATPDases or ecto-
apyrases [2-7] and the AMP formed by this enzyme is hydrolyzed to adenosine by the
action of an ecto-5’-nucleotidase [8].

In mammals, at least six related enzymes that hydrolyze extracellular tri- and
diphosphonucleosides (named NTDPase 1 to 6) have been cloned and characterized by the
presence of “apyrase conserved regions” (ACR). The molecular properties, functional roles
and nomenclature of ectonucelotidases have been recently reviewed [9,10]. Changes in the
NTPDase activities have been shown in different pathological conditions. For instance,
altered expression of these enzymes has been described in tumor cells from different
origins [11,12].

Ecto-5’-nucleotidase (ecto-5’-NT, CD73), the final enzyme in the extracellular
pathway for the complete hydrolysis of ATP to adenosine, is expressed in many different
tissues [8]. Although in some studies, this enzyme was found to be decreased in cancer

tissues [13-15], other studies showed high 5’-NT activities in cancerous tissue with respect
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to surrounding normal tissues [16,17]. In addition, involvement of ecto-5’-NT in drug
resistance and tumor-promoting functions has been proposed [18,19].

Astroglial cells perform a variety of roles in the nervous system, including ion and
neurotransmitter homeostasis, growth factor synthesis and mechanical support
[20,21].Astrocytes undergo profound functional changes following trauma and ischemia in
a process called reactive astrogliosis, and extracellular ATP seems to be an important factor
in this process [22]. Malignant glioma is a highly invasive neoplasm that infiltrates
diffusely into regions of normal brain [23] and is the most common type of primary central
nervous system (CNS) tumor. Other forms of benign and malignant intrinsic brain tumors
also arise from cells of astrocytic lineage [24]. Despite many therapeutic strategies, survival
rate for patients with malignant gliomas remains low [25] and other therapeutic strategies
are urgently needed.

Extracellular nucleotides and nucleosides have been implicated as trophic agents on
glial cells. The action of nucleotides and nucleosides on astrocytic proliferation indicates
that multiple P2-subtypes exist on those cells, inducing proliferation through the ERK
cascade [26]. Since it is known that ATP induces human astrocytoma cell proliferation [27]
and that ectonucleotidases play a key role in purinergic signaling regulation [28], the aim of
the present study was to examine and compare the degradation of adenine nucleotides in
selected human glioma lines. A possible involvement of ecto-nucleotidases as indicators of

invasiveness and aggressiveness of malignant gliomas is suggested.
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2. Materials and Methods
2.1. Materials

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) and fungizone were purchased
from Gibco BRL. Fetal calf serum (FCS) was from Cultilab, Brazil. All chemicals and
other reagents were from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA).

2.2. Cell culture

Astrocyte cultures. Primary astrocyte cultures from rat were a generous gift from C.
Gottfried. The culture medium (DMEM, 8.39 mM HEPES, (pH 7.6), 23.8 mM NaHCO; ,
0.1% fungizone, 0.032% garamicine and 10% fetal calf serum) was changed every 3-4
days. Cultures were maintained in 5% CO,/95% air at 37°C and allowed to grow to
confluence [29].

Human glioma cell lines. U-87 MG, U-373 MG, U-251, U-138 human glioma cell
lines were obtained from South-American Office for Anticancer Drug Development
(SOAD). Cells were maintained in complete medium consisting of DMEM containing 2%
(w/v) L-glutamine and 15% (v/v) FCS under the same conditions described below. For
experiments, exponentially growing cells were detached from the culture flasks with
EDTA-trypsin, inoculated in complete medium into 24-well microplates and allowed to
grow to confluence (3-4 days). Medium was changed every day [30].

Rat glioma cell line. C6 glioma cell line was a generous gift from Dr. A.G. Trentin.
This cell line was maintained the same way as human glioma, except for the FCS, which
was 5% (v/v).

2.3. Ecto-nucleotidases assay
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NTPDase activity. To determine the 5’-tri and di-phosphate nucleoside activities,
the 24-well microplates containing astrocytes or glioma cells were washed three times with
incubation medium in absence of nucleotides/PO4. The reaction was started by the addition
of 200 pL of the incubation medium containing (final concentration) 2 mM CaCl,, 120 mM
NaCl, 5 mM KCI, 10 mM glucose, 20 mM Hepes, pH 7.4 and nucleotides (ATP, GTP,
CTP, ITP, ADP, GDP, CDP or IDP) at 37°C. The nucleotide concentrations were chosen
from substrate curves to assure the enzyme saturation (1 mM for gliomas and 3 mM for
astrocytes) and the incubation time was chosen from time courses (5 min for astrocytes and
30 min for glioma cell lines) to assure the linearity of the reaction (data not shown). To stop
the reaction, an aliquot of the cell incubation medium was withdrawn and transferred to an
Eppendorf tube containing trichloroacetic acid (TCA) to a final concentration of 5 % (w/v).
The production of inorganic phosphate (Pi) was measured using the malachite green
method [31], with KH,PO4 as the Pi standard. The non-enzymatic Pi released from
nucleotide into the assay medium without cells and Pi released from cells incubated without
nucleotide were subtracted from the total Pi released during incubation, giving net values
for enzymatic activity. All samples were run in triplicate. Specific activity was then
expressed as nmol Pi released/min/mg of protein.

5’-Nucleotidase activity. The incubation medium was the same as that used for ecto-
apyrase activity, except that the 2 mM MgCl, was used instead of CaCl, and AMP as
substrate. The AMP concentration was 2 mM to gliomas and 1 mM to astrocytes.

Nucleotide and nucleoside analysis using HPLC: The cells were incubated as
described above, except that ATP concentration was 100 pM. To stop the reaction, an

aliquot of the incubation medium was transferred to an Eppendorf tube on ice and
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centrifuged at 4°C for 30 min at 16,000 g. Aliquots of 40 ul were applied to a reverse phase
HPLC system using a C18 Shimadzu column (Shimadzu, Japan) with absorbance measured
at 260 nm. The mobile phase was 60 mM KH,PO,, 5 mM tetrabutylammonium chloride,
pH 6.0, in 30% methanol as described [32]. Retention times were assessed using standard
samples of nucleotide. The non-enzymatic hydrolysis of ATP was consistently less than 5%
and cells incubated without the addition of nucleotides did not present any detectable peak.
2.4. Protein determination

Astrocyte and glioma cells in the 24-well microplates were solubilized with 100 pL
of NaOH IN and then frozen overnight at -20 °C. An aliquot from thawed material was
taken and the protein was measured by the Coomassie blue method [33], using bovine
serum albumin as standard.
2.5. Measurement of LDH release. The cell integrity was estimated by measuring the activity
of the cytosolic enzyme lactate dehydrogenase (LDH) present in supernatants after incubation
at 37°C, and comparing it to the total enzyme activity in cells lysed with 1% Triton X-100

[34].

3. Results

3.1. Metabolism of extracellular ATP of intact astrocytes and glioma cell lines

Astrocytes, in a manner comparable to several cell types and tissues, exhibited
hydrolysis rate for extracellular nucleotides in the order AMP<ADP<ATP (2-4,35), with
one order of magnitude increase in the rate of hydrolysis for each additional phosphate

present at the adenosine molecule. The specific activities were 873, 107 and 14
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nmol/min/mg for ATP, ADP and AMP, respectively, confirming high ATPDase activities,
and low AMPase activities (Table 1). This degradation rate led to a metabolization of 20
nmoles of ATP (100 M in 200 pl) in less than 30 min, accumulating AMP over the next
minutes, as measured by HPLC (1 A). Surprisingly, the five glioma cell lines examined
presented a marked difference in the degradation of extracellular nucleotides, when
compared as a group to primary astrocytes, mainly with respect to an extremely low ATP
metabolizing activity. The amount of Pi produced from ATP by gliomas was 0-6
nmol/min/mg (Table 1). The mean ratio of ATP to ADP hydrolysis was 8:1 for astrocytes
and 0.5:1 for gliomas.

The other striking difference observed was in the degradation of AMP. While
astrocytes accumulated more than 50% of the degradation product as AMP at 3 h, this
nucleotide did not accumulate in glioma cell lines U138 and U251, representing less than
5% in the U87 and C6 cell lines at 3h. This difference can also be seen in the AMP
degradation rate, much higher in the U138, U87 and U373 glioma cell lines, when
compared to astrocytes, U251 and C6 cells (Table 1). However, due to the extremely low
degradation rate of ATP in U251 and C6 cells, even with the low degradation of AMP, this
nucleotide does not accumulate.

Among the non-phosphorylated degradation products, normal astrocyte cultures
produced twice as much inosine and hypoxanthine (14 and 15% respectively) when
compared to adenosine (7%). U138, U87 and C6 glioma cell lines had almost undetectable

levels of adenosine, producing inosine as the main non-phosphorylated degradation product

(Figure 1).
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3.2. Substrate specificity of ecto-ATPDase in glioma cell lines and astrocytes.

The degradation rate of other tri- and diphosphonucleosides (CTP, GTP, ITP, UTP,
CDP, GDP, IDP, UDP) was similar among three glioma cell lines examined, and were
similar to the degradation rate of the adenine nucleotides in these cell lines. As for ATP and
ADP, in astrocytes the specific activities for all tri- and diphosphonucleosides are much
higher when compared to the glioma cell lines. Furthermore, all nucleoside-5’-diphosphates
were hydrolyzed by glioma cell lines with higher catalytic activity than nucleoside-5’-
triphosphates (Figure 2). In contrast, astrocytes degraded all tri-phosphate nucleosides faster

than di-phosphate nucleosides.

3.4. LDH activity
Internal nucleotidase release and consequent activity had no significant participation in our
nucleotidase measurements, since LDH assays showed a cell lysis of 4-6%, and did not

change over the incubation time with ATP, ADP or AMP (data not shown).

4. Discussion

Extracellular nucleotides are important messengers both in physiological as well as
in pathological conditions. ATP is liberated together with several neurotransmitters and
lysis of injured cells allows intracellular ATP to leak into the extracellular medium,
mediating several inflammatory responses, such as astrogliosis in the central nervous
system [22]. ATP can be degraded to ADP, AMP and finally to adenosine, which is taken
up by the cell. Adenosine has strong neuroprotective effects, contrasting with the

stimulatory or even cytotoxic effect of ATP [1,36,37]. The regulation of the degradation
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cascade from ATP to adenosine is therefore fundamental for the regulation of extracellular
nucleotides and the effect that these molecules have on cells.

The growth of a glioma tumor induces liberation of glutamate causing necrosis of
neighboring healthy tissue [38,39], injured or necrotic CNS tissue is known to liberate
nucleotides [22]. Additionally, astrocytoma cells in culture have been shown to liberate
ATP and UTP, which could be an additional source of these nucleotides [40]. Our results
show that glioma cell lines present an extremely decreased capacity to hydrolyze all tri- and
di-phosphate nucleosides (Figure 2). Therefore, glioma tumors and their interfaces with
healthy tissue are likely sites of high concentration of extracellular nucleotides.

What is the fate of these nucleotides? The data presented here indicated that in the
case of gliomas, the extracellular ATP and ADP will experience an extremely low
degradation rate, two orders of magnitude lower for ATP, and one order of magnitude
lower for ADP, when compared to normal astrocytes. The fact that these results were found
in four independently isolated human glioma cell lines and one rat cell line, that are
representative models of extremely aggressive cancer cells [41,42], strongly suggests that
this is a feature shared by several gliomas. This may indicate that the presence of ATP is a
positive factor for one or more characteristics that are important for the abnormal growth
and survival of these cells, which include proliferation, survival (blockage of apoptosis),
angiogenesis and invasion. Among these features, ATP was described to induce
proliferation of these glioma cell lines [27,43].

The product of 5’-nucleotidase is adenosine that has neuroprotector properties and
can also induce angiogenesis [19] and proliferation [43].The source of AMP at the gliomas,
in light of the low degradation rates of ATP and ADP, is dubious, although in glucose

deprivation condition, as in the case of fast-growing tumors, the intracellular concentration
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of AMP can rise [44] and cellular lysis under these conditions would liberate a substantial
amount of this nucleotide. Additionally, in the glioma tissue interface, the high degradation
of ATP and ADP by normal astrocytes (Figure 1 and Table 1) can be the source of AMP. In
those conditions, a high degradation rate of AMP may represent an important step for the
production of adenosine and inosine. A recent report has shown that the effect of adenosine
on chemical-induced ischemia on C6 gliomas was protective only if adenosine were
transformed to inosine, suggesting that the accumulation of this nucleoside, rather than
adenosine, assures protection against ischemia of the gliomas [45]. Accordingly, all glioma
cell lines examined showed the presence of inosine rather than adenosine as the major non-
phosphorylated degradation product (Figure 1).

In our hands, C6 gliomas, a cell line that was originated from N-nitrosomethylurea
treated rats [46], exhibited almost undetectable ATP- and ADP-degrading activity, when
measured with the Pi production method for 30 min. There was also a report showing that
these cells degrade extracellular ATP and ADP [47], as we could also observe with HPLC
analysis. This discrepancy may be due to the presence of phosphodiesterase in this cells that
release PPi instead of Pi [47].

Extracellular nucleotides can be hydrolyzed by a group of enzymes located on the
cell surface, the ectonucleotidases (named NTPDases 1-6) [2,10]. These enzymes are
clearly distinguished from intracellular ATPases and among the several characteristics in
common, they hydrolyze a wide range of purine and pyrimidine nucleosides tri- and
diphosphates [4]. The low LDH activity and the ability of the cells to degrade not only ATP
but also all purine and pyrimidine nucleosides, indicate the cell integrity and that the ATP-
degrading activity is not due to intracellular ATPases. Our results suggest that astrocyte and

glioma cells express one or more NTPDases hydrolyzing both 5’-tri and di-phosphate
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nucleosides (Figures 1 and 2, and Table 1). However, the results shown here do not allow
the identification of which members of the NTPDase family are expressed by astrocytes
and glioma cell lines.

Recently, it was shown that another kind of tumor, cancerous human pancreas,
presents a decreased expression of NTPDase 1 when compared with normal tissue [12].
Consequently, these authors observed a diminished E-ATPDase activity in the newly
formed regions of cancerous tissue, proposing that this could contribute with the process of
malignant transformation. Therefore, the origin of the variations observed in nucleotides
hydrolysis in glioma cells lines could be due to a different expression pattern or decreased
expression of the NTPDase(s) in comparison with the normal astrocytes. However, whether
or not the altered nucleotides hydrolysis pattern is the cause or consequence of malignant
transformation is open for investigation.

Here we described a striking difference in the extracellular nucleotide degradation
rates between glioma cell lines and normal astrocyte cultures. Considering the similarity
among four human glioma cell lines and one rat cell line examined, we hypothesized that
changes in the ATP degradation could be a characteristic of this kind of tumor and possibly
represent an important mechanism to facilitate high proliferation and invasion as well as
low death of these cells. Further studies are underway in our laboratory to identify which
NTPDases are expressed by astrocytes and glioma cell lines and the prognostic value of

these enzymes for new approaches in therapy of brain tumors.
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Legends

Figure 1. Metabolism of extracellular ATP by primary astrocyte cultures and glioma cell
lines. Astrocytes (A) and glioma cell lines C6 (B), U138 (C), U251 (D) and U87 (E) in 24
well plates were incubated with 100 pM of ATP in 200 pl of incubation medium as
described in material and methods. An aliquot of the supernatant was withdrawn at 0, 10,
30, 60 and 180 min and the presence of ATP, ADP, AMP, adenosine (ADO), inosine (INO)
and hypoxanthine (HX) were determined after separation by HPLC. Data are mean + SE

(bars) values from two experiments in triplicates.

Figure 2. Substrate specificity of ecto-ATPDase in glioma cell lines and astrocytes.
Ecto-nucleotidase activity of glioma cell lines and astrocytes with different nucleosides tri-
or di-phosphate was determined as described to ecto-nucleotidases assay under Material
and Methods. The activities were determined in at least three independent experiments, in

triplicates. Specific activity values are expressed as nmol Pi/min/mg protein.
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Table 1. Nucleotide hydrolysis in astrocytes and glioma cell lines

Cell ATP ADP AMP
u87 6+0.7 14+1.3 169 + 15
U138 5+14 43+1 109 + 20
U373 4+0.5 11+1.9 67+9
U251 3.4+0.2 9.3+1.7 11+0.9
Co6 ND ND 9+1.6
Astrocytes 873+ 34 107 £15 14+ 4

ATP, ADP and AMP hydrolysis were measured in human glioma cell lines (U251, U373,
U138, U87), in a rat glioma cell line (C6) and in primary astrocytes from rat. Ecto-
nucleotidase activities of intact cells were determined at 37°C with 1 mM ATP or ADP
for gliomas and 3 mM ATP or ADP for astrocytes. For ecto-5’-nucleotidase activity
measurements, MgCl, was used instead of CaCl, and 1mM of AMP was used for
astrocytes and 2 mM for gliomas. The activities were determined in at least four
independent experiments, in triplicates. Mean values + S.E. are expressed in specific
activity (nmol of Pi liberated /min/mg of protein).

ND — not detected
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3.3 Capitulo 3

Nucleoside Triphosphate Diphosphohydrolase 2
(CD39L1) is the dominant ectonucleotidase expressed

by astrocytes.

Paper a ser submetido ao Journal of Neurochemistry
(Esse paper foi produzido durante o “doutorado-sanduiche” no Beth Israel

Hospital - Harvard Medical Scholl, sob orientagdo do Dr. Simon C. Robson.)
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Abstract

Extracellular nucleotides have been implicated in diverse pathophysiological processes
within the nervous system. Astrocytes are the major source of extracellular adenine-based
nucleotides in the brain and are in turn an important target for the actions of nucleotides
mediated via type-2 purinergic receptors (P;). The actions induced by purinergic
signaling are regulated by ecto-nucleotidases, including members of the ecto-nucleoside
triphosphate  diphosphohydrolase family (E-NTPDase family), that hydrolyze
extracellular nucleotides. Intact rat astrocytes cultured from different brain regions were
able to rapidly convert extracellular ATP to ADP, that was in turn hydrolyzed to AMP.
Tri-phosphonucleosides were hydrolyzed preferentially over di- and mono-
phosphonucleosides; kinetics analyses suggest that several ecto-enzymes are involved in
this cascade. Preliminary mRNA analysis by PCR indicated that astrocytes express
multiple NTPDase family members (NTPDasel to NTPDase3 and NTPDase5/6). By
quantitative real-time PCR, we identified NTPDase2 (CD39L1) as a predominant
NTPDase expressed by astrocytes from hippocampus, cortex and cerebellum. These data
in combination with the elevated ecto-ATPase activity observed in these brain regions,
suggest that NTPDase2 is the major astrocyte-associated ecto-nucleoside triphosphate

diphosphohydrolase.

Keywords: ATP, ecto-ATPase, E-NTPDase family, NTPDase 2, CD39L1, astrocytes.
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Introduction

Astrocytes are the dominant glial cell population in the brain. Traditionally
astrocytes were thought to provide structural and trophic support to neurons. However,
astrocytes may be an integral component of the signaling process in the nervous system.
These cells have the capacity to module the pericellular environment around neurons,
release neuronal growth factors, controll the production of synapses and maintain the
cellular barrier between blood and brain (Araque et al., 1999; Kast, 2001; Haydon, 2001;
Svendsen, 2002). Adult astrocytes from hippocampus are also capable of regulating
neurogenesis by directing the stem cells to become neurons (Song, 2002).

Nucleotides, an ubiquitous class of intracellular signaling molecules, may also
regulate pathophysiological functions in the extracellular environment. Extracellular ATP
is recognized as an agonist that mediates a wide variety of biological responses in the
central and peripheral nervous systems, largely by binding to either G protein-coupled
P2Y or ligand-gated P2X receptors (Ralevic and Burnstock, 1998). Amongst cerebral
cells, astrocytes appear to be the main source of extracellular adenine-based nucleotides
and an important target for the actions of nucleotides (Rathbone, et al., 1999; Ciccarelli et
al., 2001). Studies have been shown that extracellular ATP promotes association between
neurons and glial cells and is directly involved in astrocytic calcium wave propagation
(Scemes et al., 2000). In cultured astrocytes, ATP induces long-term trophic effects
including their morphological differentiation and proliferation (Neary et al., 1996).

There are important mechanisms that control external concentration of

nucleotides and hence regulate P2- mediated effects. Functions induced by extracellular
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adenine nucleotides are controlled by the action of ectonucleotidases (NTPDases and
ecto-5’nucleotidase) that constitute a highly organized enzymatic cascade for the
regulation of nucleotide-mediated signaling, controlling the rate, amount and timing of
nucleotide (e.g. ATP) degradation and ultimately nucleoside (e.g. adenosine) formation
(Zimmermann, 1996).

Nucleoside triphosphate diphosphohydrolases (NTPDases), previously classified
as E-type ATPases, are a class of ecto-enzymes characterized by capacity to hydrolyze
nucleoside tri- and diphosphates, strict dependence upon divalent cations and
insensitivity to the classical inhibitors of the P-, F-, and V-type ATPases (Plesner, 1995).
In mammals, at least six related and homologous enzymes that hydrolyze tri- and
diphosphonucleosides (named NTDPasel to 6) with different specificity and specific
activities, have been cloned and characterized (Zimmermann, 2001). Three related family
members NTPDasel to NTPDase3 are expressed on the cell surface and share a common
membrane topography with N- and C-terminal transmembrane domains. These enzymes
differ regarding their preferences for nucleotides. For example, E-NTPDasel (CD39,
ecto-apyrase or ecto-ATPdiphosphohydrolase) hydrolyses nucleoside tri- and
diphosphates equally well; E-NTPDase2 (CD39L1, ecto-ATPase) hydrolyses nucleoside
diphosphates only to a marginal extent with a 30-fold preference for ATP over ADP
whereas E-NTPDase3 (CD39L3, HB6) has a threefold preference for nucleoside
triphosphates over diphosphates (Zimmermann, 2001). NTPDase5 (CD39L4) and
NTPDase6 (CD39L2) are more closely related to the plant and invertebrate proteins and
present higher amino acid homology to one another than with the other NTPDase

members (Chadwick and Frischauf, 1998). These latter NTPDases lack the C-terminal
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transmembrane domain and are expressed as secreted enzymes with specificity for the
hydrolysis of nucleoside diphosphates (Hicks-Berger et al., 2000; Yeung et al., 2000;
Braun et al., 2000; Mulero et al., 1999; Mulero et al, 2000).

Although, several studies have been shown the presence of the NTPDases in the
nervous system, the cellular distribution, expression pattern and physiological role remain
unclear. Several studies suggest the expression of multiple ectonucleotidases in the
mammalian brain. In microglia and vasculature the NTPDase 1 is the major
ectonucleotidase (Braun et al., 2000), in neurons an apyrase-like enzyme has been
characterized (Boecker et al., 2002) and multiple ectonucleotidase expression has been
described in PC12 cells (Vollmayer et al., 2001). Intact cultured astrocytes were able to
convert extracellular ATP to ADP via ectonucleotidase pathway (Lai and Wong, 1991;
Wink et al., 2003a). However, which members of the NTPDase family are expressed
remains undetermined.

In order to further identify the ectonucleotidases associated with astrocytes and
elucidate an understanding of the control of nucleotide levels in the brain, we have
identified the NTPDase family members that are expressed in astrocytes and elucidated

the kinetics of nucleotide hydrolysis by these cells.
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Materials and methods

Cell culture
Primary astrocyte cultures were prepared exactly, as previously described (Pinto et al.,
2000; Wink et al.,, 2003a; Wink et al., 2003b). Briefly, hippocampus, cortex and
cerebellum of newborn Wistar rats (1-2 days old) were removed, and dissociated
mechanically. The cells were plated at a density of 1.5 x 10° cells/cm® in DMEM plus
10% fetal calf serum onto 24 multiwell plates pre-treated with poly-L-lysine. Cultures
were maintained for 21-28 days in vitro.
NTPDase activity assay and inhibitor studies
To determine the 5’-tri and di-phosphate nucleoside activities, 24-well microplates
containing astrocytes cells were incubated for 5 minutes, as described (Wink et al.,
2003a; Wink et al., 2003b) in the incubation medium, containing (final concentration) 2
mM CaCl,, 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 10 mM glucose, 20 mM Hepes, pH 7.4 and 3 mM
of nucleotides ATP, GTP, CTP, ITP, ADP, GDP, CDP and IDP at 37°C. The release of
inorganic phosphate (Pi) was measured by the malachite green method (Chan et al.,
1986).

To test classical ATPase and P2 receptors inhibitors, cells were preincubated for
30 min in the presence or absence of sodium azide (1, 5 and 20 mM), oligomycin (2
Wml), ouabain (I mM), ortho-vanadate (0.1 mM), levamisole (1 mM), lanthanum (0.1
mM), N-ethylmaleimide (NEM) (1 mM), diethyl pyrocarbonate (DEPC) (1 mM),
suramin (0.1 and 0.3 mM) and evans blue (0.1 mM). Then the cells were incubated for 5

min in the incubation medium with 3 mM ATP and ADP as described above.
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All samples were then performed in triplicate. Specific activity was then
expressed as nmol Pi released/mg of protein/min. Protein measurements were determined
by the Comassie blue method, using bovine serum albumin (BSA) as standard (Bradford,
1976).

Phosphatase assays

The pyrophosphatase and alkaline phosphatase activities were determined as described
above, except that ATP was replaced by 1 mM of inorganic pyrophosphate (PPi) or p-
nitrophenyl phosphate (pNPP), respectively. The ecto-nucleotide
pyrophosphatase/phosphodiesterase (E-NPP) acitivty was determined as described
(Bruno et al., 2002) using 1 mM of p-nitrophenyl-5’-thymidine-monophosphate (p-
nitrophenyl-TMP) as a substrate.

Nucleotides hydrolysis analysis using HPLC

The cells were incubated the same way as described above, except that the substrate was
100 uM ATP or ADP. To stop the reaction, an aliquot of the incubation medium was
transferred to an Eppendorf tube on ice and centrifuged at 4°C for 30 min at 16,000 g.
Aliquots of 40 ul were applied to a reverse phase HPLC system using a C18 Shimadzu
column (Shimadzu, Japan) with absorbance measured at 260 nm. The mobile phase was
60 mM KH,PO4, 5 mM tetrabutylammonium chloride, pH 6.0, in 30% methanol as
described (Voelter et al., 1980). Retention times were assessed using standard samples of
nucleotides. The non-enzymatic hydrolysis of the nucleotides were consistently less than
5% and cells incubated without the addition of nucleotides did not present any detectable
peak.

RT-PCR analysis
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Total RNA from rat astrocytes cultured until confluence was isolated with RNeasy Mini
Kit reagents (Qiagen) in accordance with the manufacturer’s instructions. The cDNA
species were synthesized with SuperScript II (Life Technologies) from 5 pg of total RNA
in a total volume of 20 pl with both, oligo (dT) primer and random hexamers in
accordance with the manufacturer’s instructions. 0,5 pl of the RT reaction mix was used
as a template for PCR in a total volume of 20 pl using a concentration of 0.5 UM of each
primer indicated below and 0.5 units of Ex Taq DNA polymerase (Takara BIO INC,
Japan). The annealing temperature was 60°C. The PCR was run for 35 cycles and the
cycling conditions were as follows: 1 min at 95 °C, 1 min at 94 °C, 1 min at the anneling
temperatures, 1 min at 72 °C and a final 10 min extension at 72°C. 10l of the PCR

reaction was analyzed on a 1.3% agarose gel. The following set of primers were used
(Vollmayer et al, 2001): CD39: upper 5'-GATCATCACTGGGCAGGAGGAAGG-3"

and lower 5-AAGACACCGTTGAAGGCACACTGG -3'; CD39L1: wupper 5'-

GCTGGGTGGG CCGGTGGATACG -3 and lower 5-
ATTGAAGGCCCGGGGACGCTGAC -3 CD39L2: upper 5'-
GAATTCCTTGTCGGGGATGACTGTGTT-3" and lower 5'-
ATCTGAGTGGATCCTCCGCCCAA-3’; CD39L3: upper 5-
CGGGATCCTTGCTGTGCGTGGCATT-3" and lower: 5'-

TCTTTCTAGAGGTGCTCTGGCAGGAATCAGT -3; CD39L4:  wupper 5'-
GGGATCCTTTGAGATGTTTAACAGCACT-3" and lower: 5'-
GAATTCTTGGTTACCACCATACTGGTA-3". Oligonucleotides were obtained from
Invitrogen, Life Technologies. Negative controls were performed with templates

substituted by DNAse, RNAse free distilled water (Gibco) for each PCR reaction.
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Plasmids with cDNA sequences for rat CD39L1, and human CD39, CD39L2, CD39L3
and CD39L4 were diluted 100 times and used as a positive control.

Real time PCR

Total RNA and cDNA were generated as described in RT-PCR analysis. SYRB Green I-
based real-time PCR was carried out on MJ Research DNA Engine OpticonTM
Continuous Fluorescence Detection System (MJ Research Inc.,Walthan, MA). All PCR
mixtures contained: PCR buffer (final concentration 10mM Tris-Hel (pH 9.0), 50mM
KCl, 2mM MgCl,, and 0.1% Triton X-100), 250 uM deoxy-NTP (Roche), 0.5uM of each
PCR primer, 0.5X SYBR Green I (Molecular Probes), 5% DMSO, and 1U taqg DNA
polymerase (Promega, Madison, WI) with 2ul cDNA in a 25l final volume reaction
mix. The samples were loaded into wells of Low Profile 96-well microplates. After an
initial denaturation step of 1 min at 94°C, conditions for cycling were 35 cycles of 30 sec
at 94°C, 30 sec at 56°C, 1 min at 72°C. The fluorescence signal was measured right after
incubation for 5 sec at 79°C following the extension step, which eliminates possible
primer dimer detection. At the end of the PCR cycles, a melting curve was generated to
identify specificity of the PCR product. For each run, serial dilutions of human GAPDH
plasmids were used as standards for quantitative measurement of the amount of amplified
DNA. Also, for normalization of each sample, hGAPDH primers were used to measure
the amount of hGAPDH cDNA. All samples were run in triplicates and the data were
presented as ratio of enzymes/GAPDH. The primers used for real time PCR are described
in RT-PCR analysis.

Immunocytochemistry
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Confluent hippocampal astrocyte cultures were fixed in 75% acetone/0.5% buffered
formaline for 3 min and washed with cold PBS. Non-specific binding sites were blocked
for 30 min with 7% normal goat serum/PBS and exposed overnight at 4°C to primary
polyclonal antibodies: BZ3-4f, anti-rat CD39L1 (NTPDase2) (Sevigny et al., 2002)
(1:1000); anti-human L3 (NTPDase 3 or HB6) (Smith and Kirley, 1998) (1:1000); anti-
human CD39L2 (NTPDase 6) (1:1000) and CD39L4 (NTPDase 5) (1:1000) generated by
peptide immunization of rabbits with: PEP002A
TRAAPGARWGQQAH (Yeung et al., 2000) and 246-A2 N-terminus 19aa (Mulero et
al., 2000), respectively (prepared by Hyseq, Sunnyvale CA); and anti-glial fibrillary
acidic protein (GFAP) (Sigma) (1:500) as a marker for astrocytes. After three washes
with PBS, cells were treated with 0.15% hydrogen peroxidase (Sigma) to inactivate
endogenous peroxidase and then incubated with biotinylated secondary anti-rabbit IgG
(2ug/ml) (ABC, Vector lab, Burlingame, CA) for one hour at room temperature.
Following the incubation with avidin-biotinylated horseradish peroxidase complex (ABC,
DAKO, Denmark), the staining was visualized by reacting with 3,3 -diaminobenzidine
tetrahydrochloriden (DAB) and hydrogen peroxide using a DAB reagent set (Vector lab,

Burlingame, CA).

RESULTS

Hydrolysis of ATP and ADP by astrocytes

Membrane-bound NTPDase activities were determined in hippocampal rat astrocytes by
measuring the hydrolysis of extracellular nucleotides and by product formation by HPLC.

Cells cultured in 24 well plates were washed and incubated with 100 UM of ATP or ADP.
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Samples were withdrawn in 0, 10, 30, 60 and 180 min and levels of nucleotides were
determined. Intact astrocytes rapidly hydrolyzed extracellular ATP with formation of free
ADP, which was subsequently hydrolyzed to AMP (Fig. 1A). Within 10 min, virtually all
ATP was metabolized with an accumulation of 60% of ADP (Fig.1A). When ADP was
used as substrate, the pattern for AMP formation was similar with that obtained from
ATP metabolism. The ADP was hydrolyzed in the next 60 min with production of AMP
(Fig. 1B). The complete formation of nucleosides following AMP hydrolysis in
astrocytes has been demonstrated (Wink et al., 2003a). The primary product pattern
obtained with ATP hydrolysis suggests hydrolysis by a very active ecto-ATPase (Heine
et al., 1999).

Substrate specificity of NTPDases in astrocytes

The degradation rate of tri- and diphosphonucleosides (ATP, CTP, GTP, ITP, UTP, ADP,
CDP, GDP, IDP and UDP) was determined in rat hippocampal astrocyte cultures by
measuring the amount of liberated inorganic phosphate hydrolyzed from exogenous
extracellular nucleotides. The triphosphonucleosides were hydrolyzed with similar rate by
astrocytes. Among the diphosphonucleosides, the CDP and UDP were the preferred
substrates (Table 1).

Astrocytes presented a strong preference for NTPs (nucleoside triphosphate).  All
triphosphonucleosides ~ were degraded faster than the diphosphonucleosides, with
hydrolyzis ratios of NTP/NDP varying between 8 and 14 (Table 1).

The ecto-nucleotide pyrophosphatase (E-NPP) activity obtained at alkaline pH using the
specific substrate, p-nitrophenyl thymidine 5’-monophosphate (p-nitrophenyl-TMP), was

negligible when compared with the ATPase activity (Table 1).
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The association of an ATP pyrophosphohydrolase (EC 3.6.1.8) and an inorganic
pyrophosphatase (EC 3.6.1.1) was excluded as no Pi was released when 1 mM
pyrophosphate (PPi) was used as substrate in astrocytes from hippocampus (Table 1),

cortex and cerebellum (data not shown).

Effect of inhibitors on ATPase and ADPase activities

The classical ATPases inhibitors of Na', K'-ATPase, ouabain and orthovanadate; Ca2+,
Mg*"-ATPase, NEM and lanthanum; mitochondrial ATPase, oligomycin and sodium
azide; and alkakine phosphatase inhibitor, levamisole (Plesner, 1995; Oliveira et al.,
1997) were ineffective as inhibitors of ATP hydrolysis by rat hippocampal astrocytes
(Table 2). The same chemicals caused a slightly bigger inhibition on ADP hydrolysis
when compared with ATP hydrolysis. Similarly, the antagonists of P, purinoceptors,
suramin and Evans blue that have been used as ectonucleotidase inhibitors, caused a
different inibition on the ATP and ADP hydrolysis.

Evans blue was the most effective inhibitor. At a concentration of 100 pM, it completely
abolished the ADPase activity, while the ATPase activity was inhibited by 70%.
Suramin did not affect the ADPase activity, but inhibit the ATPase activity by 50%.
Competition kinetics

To investigate if ATP and ADP hydrolysis occurs due to only one active site able to
hydrolyze both substrates or by independent catalytic sites, the competition plot described
by Chevillard et al. (1993) was perfomed. To assay the different combination of
substrates in the competition plot, we chose a concentration at which the rate of

hydrolysis was the same when either ATP or ADP was used as substrate (65 nmol
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Pi/mg/min). These concentrations were 0.130 mM for ATP and 2.0 mM for ADP. Then a
sequence of mixtures with different concentrations of ATP (0.130 to 0 mM) and ADP (0
to 2 mM) on P = 0 and P = 1, respectively, was used as substrates in the assay. The
pattern of the curve obtained in the competition plot (Fig. 2) shows a concave upward
profile indicating the possibility of two independent reactions for the hydrolysis of ATP
and ADP.

NTPDase mRNAs expression in astrocytes

The expression of ectonucleotidases responsible for the extracellular hydrolysis of ATP
and ADP was examined by PCR in astrocytes obtained from three different brain regions.
As ATP and ADP may be metabolized by different members of the recently identified E-
NTPDases family (Zimmerman, 2001), we investigated the presence of NTPDasel,
NTPDase2, NTPDase3, NTPDase5 and NTPDase6 in astrocytes. mRNA was isolated
from confluent hippocampal, cortical and cerebellar astrocyte cultures and the cDNA was
synthesized. Using specific primers, oligonucleotide fragments were amplified and
analyzed on agarose gels. Astrocytes from three different brain regions synthesize mRNA
for all members of the E-NTPDase family investigated (Fig. 3). The length of the
oligonucleotide fragments obtained for the samples was the same obtained for the
positive controls and corresponded to expected size.

Quantitative real-time PCR analysis

The expression of NTPDase gene members in hippocampal, cortical and cerebellar rat
astrocytes was quantitatively analyzed by real-time PCR analysis. To investigate if the
high membrane-bound ATPase activity observed in astrocytes from different brain

regions was due to a higher expression of the NTPDase genes with potential to hydrolyze
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ATP (NTPDasel, NTPDase2 or NTPDase3), we performed quantitative real-time PCR
analysis. Astrocytes from all brain regions investigated showed the NTPDase2 or
CD39L1 (ecto-ATPase), as the major NTPDase gene expressed (Fig. 4). This result is in
accordance with the elevated ATPase activity observed in these cells with all
triphosphonucleosides (Figure 1 and Table 1).
Considering the expression of all members of NTPDase family, the relative amount of
NTPDase 2 mRNA was 80% in astrocytes from hippocampus, cortex and cerebellum,
while the other four members together represented 20%, with a distinct pattern in each
brain region.
Astrocytes from hippocampus are the cells that presented the most elevated expression of
NTPDases 2, whereas the astrocytes from cerebellum presented the lowest expression (Fig.
4). These results are in accordance with our previous studies (Wink et al., 2003a).
The closely related members NTPDase 1 and NTPDase 3 were expressed at low levels by
astrocytes (4-16% and 0.3-1.4%, respectively), when compared with NTPDase 2.
NTPDase 5 and NTPDase 6 genes that are primarily nucleoside diphosphates, were
expressed with similar pattern in astrocytes from hippocampus and cortex, whereas
astrocytes from cerebellum presented the lowest expression of both enzymes.
Cellular distribution of NTPDases in astrocytes

We performed immunocytochemistry to validate the coexpression and cellular
localization of NTPDase members detected by PCR in astrocytes. Cells were fixed with
acetone and incubated overnight with polyclonal antibodies for GFAP, NTPDase2,
NTPDase3, NTPDase5 and NTPDase6. A widespread strong immunostaining was

detected using anti-GFAP antibody, a marker for astrocytes. The anti-NTPDase2
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antibodies revealed a broad cellular distribution over the entire surface of the cell. The
anti-NTPDase5 and 6 showed an intracellular distribution pattern. The NTPDase5 was
distributed in a granular pattern around the nucleus and over the cytoplasm. The
NTPDase6 was distributed in the form of fine punctuation in the cytoplasm and the
nucleus. No significant immunostaining was observed using anti-NTPDase3 antibodies.
The presence of NTPDasel was not probed because recently it was shown that no
reaction was detected with anti-mouse NTPDasel antibodies in astrocytes (Braun et al.,
2000).

Discussion

In brain, astrocytes are the main source of nucleotides and an important target for
the actions of this compounds, evidenced by the large number of P, receptors expressed
on their surface (Neary et al., 1996; Rathbone, et al., 1999; Lenz et al., 2000; Ciccarelli et
al., 2001). The effective extracellular concentration of purines is dependent on several
factors including metabolism by surface-located enzymes, the ectonucleotidases, and the
uptake of nucleosides by cells. Our results demonstrate that astrocytes from
hippocampus, cortex and cerebellum express different repertories of members of the E-
NTPDase family. In addition, previously we have shown that astrocytes express mRNA
for ecto-5’-nucleotidase and exhibit catalytic activity for AMP (Wink et al., 2003a). This
demonstrates that these cells contain all components of the enzymatic cascade, necessary
to complete metabolism of extracellular nucleotides to nucleosides.

Astrocytes are able to efficiently hydrolyze all tri-phosphonucleosides. Following

ATP hydrolysis there was transient accumulation of ADP, indicating that ATP is not
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hydrolyzed directly to AMP. This pattern of product formation is the pattern observed for
a rat ecto-ATPase and is contrary to that observed for an ecto-apyrase (Heine et al.,
1999).

According, quantitative real-time PCR analysis indicated that astrocytes express
NTPDase 2 as a major NTPDase. The levels of mRNA expression for NTPDase 2 are
80% of total amounts for members of E-NTPDase family. Our data suggest that
NTPDase 2 is likely the major ectonucleotidase responsible for the ATPase activity in
astrocytes. However, the pattern obtained with ADP hydrolysis, when ADP was used as a
substrate or following ATP metabolism, does not resemble that pattern obtained for an
ecto-ATPase, as the ADP hydrolysis and AMP formation are extremely low (Lai and
Wong, 1991; Kegel et al.,, 1997; Heine et al., 1999). Astrocytes hydrolyzed all di-
phosphonucleosides and when incubated in the presence of ADP, the nucleotide was
almost completely hydrolyzed within 90 min, with conversion to AMP. The ADP
metabolism pattern obtained was similar with that obtained by Heine et al. (1999) when
ADP was incubated in the presence of cells transfected with an ecto-apyrase.
Nevertheless the profile obtained with ATP metabolism in astrocytes differs from that
obtained by these authors when ATP was incubated in the presence of cells transfected
with an ecto-ATPase and an ecto-apyrase together. This observation suggests that the
enzymatic combination present in astrocytes is not 50% NTPDase 1 /50% NTPDase2.
Therefore, it seems that astrocytes hydrolyze ATP mainly by the activity of NTPDase2
(ecto-ATPase) and ADP by other NTPDase or by a set of NTPDases. Several lines of
evidence supported this hypothesis: 1) the hydrolysis rate of all di-phosphonucleosides

higher than described for NTPDase2 and consequently, the smaller NTP/NDP ratio; 2)
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the result obtained with the competition plot (Chevillard et al, 1993), which suggested
that ATP and ADP are being hydrolyzed at more than one catalytic site; 3) the expression
of the other members of E-NTPDase family with capacity to hydrolyze nucleosides
diphosphates, among them NTPDase 5 and NTPDase 6, that exclusively hydrolyze
NDPs. Thus, the hydrolyze pattern observed with ADP might be a contribution of the
activities of all E-NTPDase members together or by a combination.

The distribution and the physiological role of both purinergic receptors and
ectonucleotidase activities vary from specific cell types in the brain. In neurons an
apyrase-like enzyme has been localized around the soma and on neurites, with an
ATP/ADP ratio between that described for NTPDase 1 and NTPDase 3 (Boeck et al.,
2002). In brain vasculature and in microglia surface the NTPDase 1 is the prevalent
enzyme (Braun et al., 2000).

The ATP/ADP ratio found in astrocytes is around 10, while for other NTP/NDP
varied from 8 to 14. This ratio is similar to that described for a human CD39L1 (Grinthal
and Guidotti, 2002) but is lower than that described for a rat ecto-ATPase (Kegel et al.,
1997). Probably the presence of a set of NTPDases with potential to hydrolyze NDPs in
astrocytes surface is responsible for the lower hydrolysis rate found, when compared with
NTPDase2 alone. The enzymatic profile observed with ATP and ADP in astrocytes is
very similar to that shown by sarcolemmal membranes from rat heart (Oliveira et al.,
1997). Interestingly, the NTPDase2 is highly expressed in brain and heart (Chadwick and
Frischauf, 1998).

The distribution of the NTPDase members in astrocytes revealed by

immunocytochemistry, showed a distinct pattern. The NTPDase2 was localized on all
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cell surfaces, while the NTPDase5 and 6 presented an intracellular localization. No
immunolabeling was detected using anti-NTPDase3 antibodies. This was not surprising,
considering that the mRNA expression of this member was the lowest (around 0.5%).
The presence of NTPDase 1 mRNA in astrocytes is in accordance with data showing the
expression of the enzyme by RT-PCR and immunoblotting in these cells in culture
(Wang et al., 1997). Nevertheless it is contradictory with the fact that no reaction was
found for this member with immunocytochemistry (Braun et al., 2000). This could be
explained by the low level of mRNA expression detected by real time PCR, reflecting
low levels of protein that could be insufficient for detection with antibodies; or due the
high sensitivity of PCR, the mRNA detected could be due a small contamination in the
culture by other cell, such as microglia that express NTPDase 1 as the major NTPDase
(Braun et al., 2000).

The co- expression of enzymes hydrolyzing either ATP or ATP and ADP in brain
(Kegel et al., 1997; Chadwick and Frischauf, 1998; Smith and Kirley, 1998),
demonstrates that the extracellular metabolism of nucleotides is regulated by very
complex pathways. In C6 gliomas that are used as a model for astrocytes, it seems that
the metabolism of extracellular ATP is differently affected by the ATP concentration.
When the ATP concentration range used was 1-10 UM, the ATP was mainly degraded by
the ecto-nucleotide pyrophosphatase. However when the ATP concentration was
increased to 100 UM, the ATP started to be hydrolyzed by an ecto-ATPase activity
(Grobben et al., 1999). It is known that under pathological conditions such as seizure,
brain trauma, ischemia and hypoxia, that cells are exposed to significantly elevated

concentrations of ATP, GTP and adenosine that arise from injured dying cells (Neary et
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al., 1996). The released ATP acts as an efficient signal of cell and tissue damage as well
as a stimulus for regenerative responses (Di Virgilio, 2000). At this point the presence of
NTPDase 2 at the astrocyte surface may be essential to control these events by decreasing
the elevated cytotoxic concentration of nucleotides (Braun et al., 1998) and increasing the
concentration of nucleosides that have been shown to exert important trophic effects
under these circumstances (Neary et al., 1996; Braun et al, 1997; Schetinger et al., 1998;
Rathbone et al., 1999; Ciccarelli et al., 2001).

In summary, our results demonstrate that astrocytes in culture are able to
hydrolyze ATP and ADP to AMP with a clear preference for nucleosides triphosphates.
Although mRNAs encoding all members of E-NTPDase family were identified, probably
the main contribution for the hydrolysis of extracellular ATP comes from NTPDase 2.
The elevated expression and catalytic activity of this enzyme on the surface of astrocytes,
reflects an important role in termination of purinergic signaling as well as functional
importance in decreasing high levels of extracellular ATP under certain conditions. We
suggest that the major ectonucleotidase expressed by rat astrocytes from different brain
regions is the NTPDase 2.
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Legends

Fig. 1 Metabolism of extracellular nucleotides and product formation by astrocyte
cultures. Cells in 24 well plates were incubated with 100 uM of ATP (A) or ADP (B) in
200 pl of incubation medium as described in material and methods. An aliquot of the
supernatant was withdrawn at various periods of time and the presence of ATP, ADP and
AMP was determined after separation by HPLC. Data are mean + SEM (bars). Values

from two experiments in duplicates.

Fig. 2 Competition plot between ATP and ADP hydrolysis rate. Cells in 24 well plates
were incubated for 4 min with different combination of substrates. The P values ranged
from O to 1 and represent different ATP and ADP concentrations. At P = 0, [ATP] was
0.130 mM and P = 1, [ADP] was 2.0 mM. Data are mean + SEM (bars). Values from

three experiments carried out in triplicates. V (nmol Pi/mg protein/min).

Fig. 3 RT-PCR analysis of NTPDases expression by rat astrocytes. Total RNA was
isolated from hippocampal (H), cortical (Cx) and cerebellar (Ce) rat astrocytes and the
cDNA was analyzed by PCR with primers for CD39L family as described in material and

methods. Plasmids contained the sequences of all NTPDases were used as a positive
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controls (+) in all reaction. The length (bp) of the PCR products obtained with each par of

primers is given in each figure.

Fig. 4 Comparison of NTPDase family expression in astrocytes by quantitative real-time
RT-PCR analysis. The expression of NTPDase members in hippocampal, cortical and
cerebellar rat astrocytes was quantitatively analyzed by real-time PCR as described in

material and methods. The results are presented as ratio of enzymes/GAPDH.

Fig. 5 Immunocytochemistry localization of NTPDase family members in hippocampal

astrocyte cultures. Cells were cultured to confluence in DMEM, fixed in methanol and

immuno-stained with polyclonal antibodies to GFAP, NTPDase 2, NTPDase 3, NTPDase

5 or NTPDase 6, as described in material and methods.

Figures
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Figure 2
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Figure 3

+ H Cx Ce

NTPDase 1 (CD39)

+ H Cx Ce

NTPDase 2 (CD39L1)

+ H Cx Ce

NTPDase 6 (CD39L2)

NTPDase 3 (CD39L3)

+ H Cx Ce

NTPDase 5 (CD391L4)

116



Figure 4
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Figure 5
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Table 1. Substrate specificity in hippocampal astrocytes. Enzyme activities were determined
in astrocyte cultures in 24 well plates as described in material and methods. The results are
expressed as nmol Pi/mg/min and as a percentage of activity relative to the ATP as a substrate.

The activities were determined in five experiments in triplicates. Values are mean + SD.

Substrates nmol/min/mg % ATP NTP/NDP ratio
ATP 864 + 133 100 10
ITP 1060 + 139 123 14
CTP 1030 £ 401 119 6
UTP 954 +278 110 8
GTP 848 + 238 98 8
ADP 84 + 48 10

IDP 76 + 42 9

CDhP 178 + 94 21

UDP 121 + 84 14

GDP 100 + 58 12

p-nitrophenyl-TMP 16 +4 2

PPi 0 0
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Table 2. Effect of inhibitors on ecto-ATPase and ecto-ADPase activities in

hippocampal astrocytes. ATPase and ADPase activities were assayed as described in material
and methods. Astrocytes from hippocampus were pre-incubated with inhibitors for 30 min at
37°C prior to the addition of ATP and ADP. Oligomycin was added from a concentrated ethanol
solution (1% final ethanol concentration). Ethanol 1% itself did not inhibit enzymatic activities.
ATPase and ADPase activities are expressed as percent of control obtained in the absence of
inhibitor. The average of control values (100%) from different experiments were 1068 + 323
nmois Pi/min/mg for ATP and 91 * 38 nmois Pi/min/mg for ADP. Inhibitor concentrations are

given in mM, unless specified. Results are the mean + SD of 2-5 experiments in triplicates.

Inhibitors Concentration mM % Control enzyme activity
ATPase ADPase
Sodium azide 1.0 89 + 39 103 +28
5.0 99 +8 129 + 19
20 97 £12 97 £ 11
Oligomycin 2.0 ug/ml 92+9 88 + 14
Ouabain 1.0 94+ 8 69 + 25
Ortho-vanadate 0.1 106 £ 10 90 £+ 26
Levamisole 1.0 110£6 88+9
Lanthanum 0.1 102 +£6 67+ 35
N-Ethylmaleimide 1.0 98 +£9 99 +32
Suramin 0.1 71+ 23 111 +27
0.3 49+10 102 + 49
Evans blue 0.1 312 7+3
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3.3.1 Anexo

Expression of nucleoside triphosphate
diphosphohydrolase CD39 family members by glioma

cell lines

Paper em preparacao,
iniciado durante o “doutorado sanduiche e que sera finalizado no Pés-doutorado, a
ser realizado no Beth Israel Hospital - Harvard Medical Scholl, novamente sob
orientacdo do Dr. Simon C. Robson.
(Os resultados desse anexo foram apresentados como poster, no “Research Day” em

outubro de 2002 no Beth Israel Hospital — Harvard Medical School.)
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ABSTRACT

Introduction: Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common, malignant brain
tumor and has a poor prognosis for cure. It has been shown that ATP can act as a
mitogenic factor for glial cells and that glioma cell lines express very low nucleoside
triphosphate diphosphohydrolase (NTPDase) activity when compared to primary
astrocyte cultures.

Aim: Analyze patterns of expression of NTPDases in malignant glioma cell lines.
Methods and Results: The expression of NTPDases was investigated by RT-PCR,
immunocytochemistry and Western blotting. The expression of NTPDase6 (CD39L2),
NTPDase3 (CD39L3) and NTPDase5 (CD39L4) was detected in the glioma cell line
U87, while NTPDase2 (CD39L1) was absent in the transformed cells.

Conclusions: Substancial decreases in ATP and ADP hydrolysis were observed by
gliomas secondary to the absence of expression of CD39L1. These data suggest that
alterations in the ecto-nucleotidase may represent a important mechanism associated with
malignant transformation of glioma cell lines.

Financial support: CNPq and National Institutes of Health.
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MATERIALS AND METHODS

Cell culture

Human glioma cell line U-87 MG, was obtained from ATCC. Cells were maintained in
complete medium consisting of DMEM (Gibco, Cat. number 12320) and 10% (v/v) FCS,
penicillin (50 Ul/ml) and streptomycin (50 pg/ml) at 37°C in 5% C0O,/95% air. For
experiments, exponentially growing cells were detached from the culture flasks with
EDTA-trypsin, inoculated in complete medium into 24-well microplates and allowed to
grow to confluence (3-4 days) as previously described (Wink et al., 2003).

RT-PCR analysis

Total RNA from glioma cell line U87 cultured until confluence was isolated with RNeasy
Mini Kit reagents (Qiagen) in accordance with the manufacturer’s instructions. The
cDNA species were synthesized with SuperScript II (Life Technologies) from 5 pg of
total RNA in a total volume of 20 pl with both, oligo (dT) primer and random hexamers
in accordance with the manufacturer’s instructions. 0.5 pl of the RT reaction mix was
used as a template for PCR in a total volume of 20 pl using a concentration of 0.5 UM of
each primer indicated below and 0.5 units of Ex Taqg DNA polymerase (Takara BIO INC,
Japan). The anneling temperatures were: CD39L1, 59.3°C; CD39L2, 56.6 °C; CD39L3,
CD39L4 and CD73, 52.0 °C. The PCR was run for 35 cycles and the cycling conditions
were as follows: 1 min at 95 °C, 1 min at 94 °C, 1 min at the anneling temperatures, 1
min at 72 °C and a final 10 min extension at 72° C. 10l of the PCR reaction was

analyzed on a 1.3% agarose gel. The following set of primers were used: CD39L1: upper
5'-CAGGATGTGCCCAAAGAGA-3" and lower 5-CCCCATTGAAAGAGCATCG-37;

CD39L2: upper 5'-GTGTGGGCGTGTTCATCTA-3" and lower 5-
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CCTTCATCTGTTCCGTTCA-3"; CD39L3: upper 5 -TACCGAACTCCAACCATCA-3"
and lower 5-CCTTGACTTTTTGCATACA-3; CD39L4: upper 5'-
AAGGCAACAGCAGGACTAC-3" and lower: 5-AATCCAAATCCCAAGTAAC-3’;
and CD73: upper 5-GATCGAGCCACTCCTCAAA-3° and lower 5'-
GCCCATCATCAGAAGTGAC-3". Oligonucleotides were obtained from Invitrogen,
Life Technologies. Negative controls were performed with templates substituted by
DNAse, RNAse free distilled water (Gibco) for each PCR reaction. Plasmids with cDNA
sequences for human CD39L1, CD39L2, CD39L3 and CD39L4 were used as a positive
control.

Northern blotting Analysis

Total RNA (15 pg) from human glioma cell lines U87 (in triplicate) and 132 1N1 was
separated on a 1 % formaldehyde-agarose gel and transferred onto nylon membrane by
capillary blotting, followed by UV cross-linking. RNA was hybridized with CD39
(extracellular domain, 1.3 kb), CD39L1 (666 bp) or GAPDH cDNA. The cDNA probes
were labeled with [a->*P]dATP using Megaprime '™ DNA labelling systems (Amershan
Life Science). Membrane blocking (2 hours) and hybridization (overnight) were carried
out at 42°C in a solution containing 5x sodium saline citrate (SSC), 5x Reinhardt’s
solution, 50 % formamide and 1 % SDS. Membranes were washed once for 15 min in 2x
SSC/0.1 % SDS at room temperature, once for 15 min in 2x SSC at 65°C and again for
15 min with SSC/0.1 % SDS at 65°C. The blots were exposed to Kodak Biomax MR film
with intensifying screens at -80°C.

Western Blot Analysis
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Cell lysate proteins (30 pg per line) were separated on 4 to 15 % linear gradient SDS-
polyacrylamide gel under non-reducing conditions, transferred to polyvinylidene
difluoride (PVDF) membrane by electroblotting and probed with polyclonal antibodies to
human CD39L3 (1:1000) and CD39L4 (1:1000). Bands were visualized using
horseradish peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG (Pierce, Rockford, IL) and the
Enhanced ChemiLuminescence (ECL) assay, according to the manufacturer’s instruction.
Immunohistochemistry

Confluent cultures were fixed in 75% acetone/0.5% buffered formaline for 3 min and
washed with cold PBS. Non-specific binding sites were blocked for 30 min with 7%
normal goat serum/PBS and exposed overnight at 4°C to primary polyclonal antibodies:
anti-human CD39L1 (NTPDase2) (Sevigny et al., 2002) (1:1000); anti-human L3
(NTPDase 3 or HB6) (Smith and Kirley, 1998) (1:1000); anti-human CD39L2 (NTPDase
6) (1:1000) and CD39L4 (NTPDase 5) (1:1000) generated by peptide immunization of
rabbits with: PEP002A TRAAPGARWGQQAH (Yeung et al., 2000) and 246-A2 N-
terminus 19aa (Mulero et al., 2000), respectively (prepared by Hyseq, Sunnyvale CA);
and monoclonal anti-human CD39 (Zymed, San Francisco, CA) (1:500). After three
washes with PBS, cells were treated with 0.15% hydrogen peroxidase (Sigma) to
inactivate endogenous peroxidase and then incubated with biotinylated secondary anti-
rabbit IgG (2ug/ml) (ABC, Vector lab, Burlingame, CA) for one hour at room
temperature. Following the incubation with avidin-biotinylated horseradish peroxidase
complex (ABC, DAKO, Denmark), the staining was visualized by reacting with 3,3 -
diaminobenzidine tetrahydrochloriden (DAB) and hydrogen peroxide using a DAB

reagent set (Vector lab, Burlingame, CA).
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Legends

Fig. 1 RT-PCR analysis of NTPDases expression by glioma cell line U87. Total RNA
was isolated from U87 cells and the cDNA was analyzed by PCR with primers for
CD39L family (S) as described in material and methods. Plasmids contained the
sequences of NTPDases were used as a positive controls (PC) in all reaction. Negative
controls (NC) did not contain cDNA. 100 bp ladder was used as a molecular weight

marker (left).

Fig. 2 (A) Northern blot analysis of glioma cell lines. mRNA isolated from three different
U87 cultures (lines 1, 2 and 3) and 132 1IN1 culture (line 4) was hybridized with CD39,
CD39L1 or GAPDH cDNA probe. (B) Formaldehyde-agarose gel stained with ethidium

bromide to evaluate quality and amount of RNA.

Fig. 3 Representative immunoblot of human U87 glioma cell line with antibodies to
NTPDases. CD39L3 and CD39L4-transfected COS-7 (CP) or U87 cell lysates (30 ug,
per line) were probed with polyclonal anti-human CD39L3 (A) or CD39L4 (B)
antibodies. The antibodies did not react with any proteins present in the mock transfected

COS-7 cell lisates (CN). Positions of molecular size markers are shown in kDa (left).

Fig. 4 Immunocytochemistry localization of NTPDase family members in U87 glioma
cell line. Cells were cultured to confluence in DMEM, fixed in methanol and immuno-
stained with antibodies to CD39, CD39L1, CD39L2, CD39L3 and CD3914 as described

in material and methods.
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Figures

Figure 1
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4 Discussao

4.1 Degradacédo dos nucleotideos extracelulares em astrocitos

Os astrocitos representam a maior populagdo celular do cérebro e sdo também as
principais fontes de purinas extracelulares e importantes alvos para a acdo dessas
substancias (Rathbone et al., 1999; Ciccarelli et al., 2001). Como as membranas
celulares sdo impermedveis a compostos fosforilados, ¢ importante que as células
metabolizem os nucleotideos extracelularmente, por um conjunto de enzimas localizadas
na superficie extracelular. Essas atividades enzimaticas sdo capazes de regular a
concentracdo dos nucleotideos extracelulares, bem como a formagdo dos nucleosideos,
modulando assim seus efeitos bioldgicos.

Os resultados apresentados nesta tese demonstram que culturas de astrdcitos de
diferentes regides cerebrais sdo capazes de hidrolisar extracelularmente, todos os
nucleosideos tri e di-fosfatados.

Culturas de astrocitos preparadas de hipocampo e cortex de ratos, degradaram ATP,
ADP e AMP extracelular com velocidades similares. Entretanto, astrocitos de cerebelo
apresentaram uma atividade ATPasica significantemente menor do que astrécitos de
hipocampo e cortex. Astrocitos de cerebelo também diferiram de hipocampo e cortex, em
relagdo a atividade AMPa4sica, que foi sete vezes maior nessa estrutura.

A analise do metabolismo do ATP extracelular em astrdcitos das trés estruturas por
HPLC, confirmou o perfil diferenciado do cerebelo, observado com os experimentos de
medida de hidrélise. Enquanto o ATP foi rapidamente hidrolisado em 30 minutos nas trés

estruturas, produzindo um acumulo de 60 e 40% de ADP em hipocampo e cortex,
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respectivamente, em cerebelo o acuimulo de ADP foi de 20%, com a consequente maior
producdo de AMP nesse periodo. O AMP formado em astrécitos de cerebelo foi
rapidamente  metabolizado, desaparecendo completamente em 180 minutos.
Diferentemente dos astrdcitos de hipocampo e cortex, onde este nucleotideo permaneceu
acumulado, sendo o principal produto de metabolismo observado nesse periodo. A rapida
metabolizacdo do AMP em cerebelo, observada em HPLC, esta em concordancia com a
maior atividade AMPasica observada nessa estrutura pelo método de liberagao do fosfato
inorganico.

A adenosina formada pela hidrdlise do AMP, ndo sofreu acimulo no meio de
incubagdo dos astrocitos das diferentes regides cerebrais. Experimentos com dipiridamol
sugerem a participa¢do dos transportadores de nucleosideos em astrécitos de hipocampo
e cortex, devido ao aumento significativo na concentragdo extracelular de inosina apos a
incubag¢do com a droga. Porém, a adenosina ndo acumulou na presenca de dipiridamol,
nessas duas estruturas, indicando que o nucleosideo est4 sendo rapidamente metabolizado
a inosina pela agdo da ecto-adenosina deaminase. Em cerebelo, apesar da alta atividade
AMPassica, o dipiridamol ndo afetou a concentragdo extracelular da adenosina e inosina,
sugerindo que a atividade ecto-adenosina deaminase ¢ maior em cerebelo do que em
hipocampo e cortex. Os resultados obtidos sugerem que a atividade ecto-adenosina
deaminase pode ser o mecanismo mais importante para o controle da adenosina
extracelular nos astrocitos das diferentes regides cerebrais.

Nas ultimas décadas tem tornado-se evidente o papel da adenosina como um
potente neuromodulador, principalmente na transmissdo sinaptica no sistema nervoso de

mamiferos (Cunha et al., 1996; Mendonga et al., 2000; Sebastido ¢ Ribeiro, 2000; Cunha,
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2001). Pelo menos em parte, a adenosina produzida fisiologicamente no espago
extracelular ¢ proveniente da acdo de ectoenzimas que hidrolisam os nucleotideos,
liberados como resultado da atividade das células nervosas. O passo final para a produgao
da adenosina formada a partir dos nucleotideos da adenina ¢ catalisada pela ecto-5’N
(CD73) (Zimmermann, 1992; Zimmermann, 1996a; 1996b). Esta enzima ¢ de particular
interesse em sistema nervoso central, devido a sua distribuicdo regional altamente
especifica (Heymann et al., 1984).

Para investigar se o aumento observado na hidrélise do AMP em cerebelo foi
consequéncia de uma maior expressdo da enzima, foram determinados e comparados os
niveis de mRNA para a ecto-5’N/CD73 em astrocitos preparados das trés estruturas
cerebrais estudadas. Os resultados demonstraram niveis similares da expressdo da enzima
em hipocampo e cortex. Em concordancia com os resultados de hidrélise de AMP e
metabolismo do ATP, astrocitos de cerebelo apresentaram uma expressdo,
aproximadamente quatro vezes mais alta de mRNA para a ecto-5’N, do que as outras
duas estruturas.

A expressao da ecto-5’N tem sido investigada em sistema nervoso, principalmente
por técnicas de histoquimica e imunocitoquimica (Heymann et al., 1984; Maienschein e
Zimmermann, 1996). Varios estudos demonstraram que a camada molecular do cerebelo
contém altos niveis de receptores A; e de ecto-5’N, sendo que a enzima foi encontrada,
principalmente associada a glia de Bergmann (item , que ¢ o principal tipo celular
da camada molecular (Hess e Hess, 1986; Schoen et al., 1988). Os corpos celulares
desses astrocitos especializados, estdo distribuidos continuamente dentro da camada das

células de Purkinje e seus processos estdo em intima associagdo com os dendritos das
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células de Purkinje. Hess e Hess (1986) demonstram que em camundongos deficientes
em cé¢lulas de Purkinje, a presenga de ecto-5’N ¢ intensamente diminuida da camada
molecular e que atividade residual da enzima ¢ colocalizada com as células de Purkinje
sobreviventes, sugerindo fortemente que a expressao da ecto-5’N pela glia de Bergmann
¢ influenciada pela associagdo com as células de Purkinje (Hess e Hess, 1986).

A ecto-5’N apresenta um papel na proliferacdo e formagdo de contatos durante os
processos de desenvolvimento e crescimento. Um estudo de ontogenia pds-natal em
cerebelo de rato mostrou atividade enzimatica em neurdénios em migra¢do e a auséncia
em neuroblastos latentes, sugerindo a enzima como uma marcadora para células nervosas
em migra¢do (Schoen et al., 1988). A localizacdo generalizada da ecto-5’N no cerebelo
em desenvolvimento sugere um papel da enzima nas interagdes glia-neurénio (Schoen et
al., 1988). Outro papel atribuido a enzima no cerebelo em desenvolvimento ¢ a
mielinizacdo desse sistema (Schoen et al., 1988; Heymann et al., 1984).

Além do mais, hd evidéncias de que a atividade de hidrolise do AMP esta
relacionada a regeneragdo e ao desenvolvimento neuronal (Maienschein and
Zimmermann, 1996), que geralmente ¢ mais rapida no cerebelo (Marangos et al., 1982).
Estas fun¢des podem ser atribuidas aos produtos de degradacdo do AMP, a adenosina e
inosina, que podem agir como agentes tréficos no SNC, induzindo mudangas funcionais e
modulando a diferenciacao neuronal (Rathbone et al., 1992; Rathbone et al., 1999).

Em conclusdo os dados apresentados nesse capitulo sugerem que astrdcitos de
cerebelo apresentam um perfil de hidrolise de nucleotideos peculiar, quando comparado

com o hipocampo e o cortex, sendo que a diferenga mais pronunciada foi encontrada em
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relacdo a ecto-5’N. Esses resultados podem indicar a heterogeneidade das fungdes das

diferentes regides cerebrais.

4.2 NTPDases em astrocitos

O metabolismo dos nucleotideos extracelulares da adenina observado nas culturas
de astrécitos preparadas de hipocampo, cortex e cerebelo de ratos, demostra que essas
células possuem todos os componentes da cascata enzimatica para a completa hidrolise
do ATP até a formacgao adenosina.

Recentemente, foi demonstrado que a hidrélise extracelular dos nucleosideos di e
trifosfatados ¢ realizada por uma familia de ecto-enzimas, as E-NTPDases, composta até
o momento de pelo menos 6 membros (Zimmermann, 2001). Nossos resultados sugerem
que culturas de astrdcitos de hipocampo, cortex e cerebelo expressam todos os membros
da familia E-NTPDase com potencial para hidrolisar os di e tri-fosfonucleosideos
(Capitulo 3, Figuras 3 ¢ 4).

Astrécitos de hipocampo, cortex e cerebelo expressam a NTPDase 2 ou CD39L1,
como a principal E-NTPDase (Capitulo 3, Figura 4), caracterizada por hidrolisar
preferencialmente os nucleosideos tri-fosfatados (Kegel et al., 1997; Mateo et al., 1999;
Zimmermann, 2001). Dentre as trés estruturas, astrocitos de hipocampo apresentaram a
mais alta expressdao de NTPDase 2 e o cerebelo a mais baixa (Capitulo 3, Figura 4). Esses

dados estdo em concordancia com os resultados de hidrolise de ATP, onde a mais alta

137



atividade ATPésica foi encontrada em hipocampo e a mais baixa em cerebelo (Capitulo
1, Figura 2A).

Astrocitos das trés estruturas hidrolisaram o ATP, bem como outros tri-
fosfonucleosideos, com uma atividade ATPasica extremamente alta (Capitulo 1, Figura 2
e 3; Capitulo 3, Tabela 1) . O perfil obtido para o metabolismo do ATP em HPLC mostra
um acumulo de ADP (Capitulo 1, Figura 3) como demonstrado para a ecto-ATPase de
cérebro de ratos (NTPDase 2) (Heine et al., 1999). Além disso, a suramina ¢ o “Evans
blue”, causaram uma inibi¢do na atividade ATPasica similar a observada para a ecto-
ATPase recombinante expressa em células Cos-7 (Capitulo 3, Tabela 2) (Heine et al.,
1999). Essa observagdo sugere que em astrocitos de hipocampo e cortex o ATP ¢
principalmente hidrolisado pela NTPDase 2 (ecto-ATPase). Entretanto, em astrocitos de
cerebelo, houve um menor acumulo de ADP (Capitulo 1, Figura 3C), indicando que parte
do ATP possa estar sendo hidrolisado diretamente a AMP. Esse perfil de hidrélise ¢ o
descrito para a NTPDase 1 (CD39 ou ecto-apirase) (Heine et al., 1999) e também para a
pirofosfatase. Porém, a presenca de uma pirofosfatase foi descartada, por que ndao houve
liberacdo de fosfato inorganico, mediante a incubagdo de astrdcitos de cerebelo com
pirofosfato. Além disso, astrocitos de cerebelo possuem a maior expressdao de NTPDase 1
entre as trés estruturas (Capitulo 3, Figura 4). Entdo, em astrocitos de cerebelo, além da
NTPDase 2, pode estar havendo uma contribuicdo da NTPDase 1 para a hidrélise do
ATP.

O perfil de hidrolise do ADP, observado para as trés estruturas pelo método de
liberacdo de Pi (Capitulo 1, Figura 2B), bem como o observado em astrocitos de

hipocampo pelo HPLC (Capitulo 3, Figura 1B), sugerem que o ADP ¢ hidrolisado com
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uma velocidade maior do que a atribuida a NTPDase 2 (Kegel et al, 1997; Heine et al.,
1999). Além disso foi verificada a presenca de membros da familia E-NTPDase com
capacidade de hidrolisar NDPs como a NTPDase 5 e 6 (Capitulo 3, Figuras 3 e 4). Esses
resultados sugerem que possa estar havendo a contribui¢do de outros membros da familia
das E-NTPDases, além da NTPDase 2, para a hidrdlise dos nucleosideos difosfatados.
Algumas observagdes suportam essa idéia: a) a razao de hidrélise obtida para NTP/NDP
que foi de aproximadamente 10 (Capitulo 3, Tabela 1), enquanto que o descrito para a
NTPDase 2 ¢ 30; b) O perfil de inibicdo obtido para a atividade ADPasica ¢ diferente da
atividade ATPésica, principalmente em relagcdo a suramina e “Evans blue” (Capitulo 3,
Tabela 2); ¢) o perfil obtido com o grafico de Chevillard, o qual sugere que o ATP e ADP
estdo sendo hidrolisados por mais de um sitio catalitico (Capitulo 3, Figura 2); e d) a
presenca de multiplas NTPDases, observadas por RT-PCR e imunocitoquimica (Capitulo
3, Figuras 3,4 ¢ 5).

Os resultados dos capitulos 1 e 3 demonstram que em astrocitos, os nucleosideos
di e trifosfatados sdo hidrolisados principalmente pelos membros da familia das E-
NTPDases. Provavelmente, a contribui¢do dos membros da familia das E-NPPs ¢ muito
pequena, pois a incubacdo das culturas de astrocitos com p-nitrophenyl-TMP como
substrato, representou apenas 2% quando comparado com a hidrélise do ATP (Capitulo
3, Tabela 1). A pré-incubagdo das células com os inibidores classicos das ATPases tipo P,
F, V, ndo afetou a atividade ATPasica, excluindo a participacdo dessas enzimas na
hidroélise do ATP (Capitulo 3, Tabela 2).

A alta expressdao da NTPDase 2 em astrécitos pode representar um eficiente meio

pelo qual o sistema nervoso central diminui as altas concentragdes extracelulares de ATP
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observadas em determinadas patologias, bem como em situacdes de trauma e injlria,
onde ha morte neuronal. Nesse sentido o ATP citotdxico, podera ser rapidamente
hidrolisado a ADP pela NTPDase 2, elevando a concentragdo dos nucleosideos troficos
através dos demais componentes da cascata enzimatica.

Os dados apresentados no capitulo 3, complementam os resultados obtidos no
capitulo 1 e mostram pela primeira vez, que a NTPDase 2 ¢ a principal ectonucleotidase,
responsavel pela hidrolise do ATP em astrocitos provenientes de hipocampo, cortex e

cerebelo.

4.3 Degradacdo alterada dos nucleotideos extracelulares em gliomas

Uma das caracteristicas que mais distinguem os gliomas dos outros tipos de
neoplasias, ¢ a alta capacidade de invasdo e prolifera¢dao e a baixa resposta a tratamentos
como radioterapia e quimioterapia. Dentre os tipos de gliomas, o glioblastoma
multiforme ¢ o tipo mais agressivo e maligno. Devido ao répido crescimento, este tipo de
tumor provoca destruicao de extensas areas do tecido nervoso, reduzindo a sobrevida dos
pacientes a menos de um ano.

As linhagens de gliomas tém sido extensivamente usadas como modelos
representativos dos gliomas in vitro, para os mais diversos tipos de abordagens tanto na
ciéncia basica como aplicada. Essas células tém sido consideradas excelentes modelos de
estudo uma vez que apresentam diversas caracteristicas bioldgicas dos tumores in Vivo,
como alto poder de invasao e proliferacao (Masters, 2000; Grobben, 2002).

Recentemente, Takano e colaboradores (2001) mostraram, elegantemente, que a
liberacao de glutamato promove o crescimento de gliomas malignos em cérebro de ratos.
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Usando diferentes linhagens de glioma C6, secretora e ndo secretora de glutamato, os
autores mostraram que a linhagem secretora tem uma clara vantagem proliferativa sobre a
linhagem ndo secretora, somente in Vvivo, indicando que a neurotoxicidade promovida
pelo glutamato facilita a progressdao tumoral. Essas observacdes suportaram a idéia de
que, a secrecdo de glutamato pela glia neoplasica promove a expansdo do tumor por
causar morte neuronal e acelerar a resposta inflamatoria nas regides que circundam o
tumor (Takano et al., 2001).

A necrose induzida por glutamato causa injuria e morte celular. E bem descrito que
sob essas circunstancias had uma liberacdo de altas concentragdes de nucleotideos e
nucleosideos, como o ATP ¢ a adenosina do interior das células (Rathbone et al., 1992;
Braun et al., 1997; Braun et al., 1998; Rathbone et al., 1999; Ciccarelli et al., 2001;
Nedergaard et al., 2002). Além do mais foi demonstrado que os astrocitomas por si s0,
também podem liberar nucleotideos como ATP e UTP (Harden e Lazarowski, 1999).
Assim a interface do glioma com o tecido normal pode ser um sitio de alta concentracdo
de nucleotideos e nucleosideos.

Virios estudos tém demonstrado que o ATP extracelular ¢ capaz de promover a
proliferacdo celular em astrécitos (Rathbone et al., 1992; Neary et al., 1994; Neary et al.,
1996; Rathbone et al., 1999; Ciccarelli et al.,, 2001). Além disso, Rathbone e
colaboradores (1992), mostraram que o ATP e seus produtos de degradagdo estimularam
a proliferacdo em linhagens de astrocitoma através de diferentes receptores e Dixon e
colaboradores (1997), observaram que o ATP estimula a proliferagdo em células de
cancer de mama (MCF-7) via receptores P2. Recentemente, Morrone e colaboradores

(2003) mostraram pela primeira vez que o ATP e a adenosina, via purinoreceptores P2 e
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possivelmente A3, respectivamente, aumentaram a proliferacdo em diversas linhagens de
gliomas. Em adi¢do, esses autores também observaram que o ATP e a adenosina
aumentaram o transporte de timidina para dentro da célula.

A andlise da degradacdo de nucleotideos em cinco linhagens diferentes de gliomas,
mostrou que essas células apresentam um padrao alterado de hidrdlise dos nucleotideos
extracelulares, quando comparado com astrocitos normais. A maior diferenga foi
observada em relagdo a hidrolise do ATP. As linhagens de gliomas humanos: U87, U373,
U251 e U138; e a linhagem de glioma de rato C6, degradaram o ATP com uma atividade
especifica de aproximadamente 10 nmois de Pi/min/mg de proteina, enquanto os
astrocitos degradaram com uma atividade especifica de aproximadamente 1000 nmois de
Pi/min/mg de proteina (Capitulo 2, Figura 2 e Tabela 1). O perfil de metabolismo do ATP
obtido em HPLC, confirmou o resultado da medida da velocidade de reagdo pela
liberagcdo de Pi. Enquanto virtualmente todo o ATP foi metabolizado pelos astrécitos em
30 minutos, as linhagens de gliomas, nesse mesmo periodo metabolizaram menos de 30%
deste nucleotideo, sendo que na linhagem U138 somente 5% do ATP foi metabolizado
(Capitulo 2, Figura 1). A baixa velocidade de hidrdlise observada com ATP, também foi
observada com GTP, CTP, ITP e UTP, sendo esta uma caracteristica dos gliomas para

com todos os nucleosideos tri-fosfatados (Capitulo 2, Figura 2).

4.4 Ecto-5’-nucleotidase nos gliomas

A andlise da degradagdo AMP nas linhagens de gliomas mostra que,
surpreendentemente, essas células apresentam uma atividade AMPdasica muito mais

elevada do que os astrécitos, chegando em algumas linhagens a ser 10 vezes maior. A
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degradacdo do AMP por astrocitos medida em HPLC, confirmou os resultados de
hidrolise e chama aten¢do o fato de que enquanto o AMP ¢ o principal produto
acumulado em astrdcitos em 180 minutos de incubagdo, em gliomas ocorre o acimulo de
inosina.

Assim, ¢ plausivel supor que o AMP resultante da hidrolise do ATP e ADP
(Capitulo 2) e aquele liberado pelos astrdcitos que circundam o tumor (Spychala, 1999)
sera rapidamente hidrolisado a adenosina pelas células tumorais. A adenosina tem sido
descrita como promotora tumoral (Spychala, 1999) e recentemente foi mostrado que esse
nucleosideo aumenta a proliferagdo em linhagens de gliomas, possivelmente via
receptores A3 (Morrone et al., 2003). Além disso, estudos sobre o efeito do T3 em
gliomas C6 mostrou uma super-expressao da ecto-5’-nucleotidase (Wink et al., 2003).
Como o T3 estimula a proliferacdo de astrdcitos e a liberagdo de fatores mitogénicos em
cultura de C6 (Trentin et al., 1995; Gomes et al., 1999; Trentin et al., 2001), poderia ser
pensado que esses efeitos sdo mediados pela adenosina, resultante da atividade
aumentada da ecto-5’-nucleotidase nessas células sob o efeito do homonio T3.

Uma vez que foi demonstrado que a adenosina quando transformada em inosina
assegura protecdo aos gliomas contra isquemia (Imura et al., 2000), também poderiamos
propor que a adenosina produzida em grandes quantidades pelos gliomas poderia ainda
ser utilizada para a produg¢do de inosina, que ¢ o principal produto de degradagdo
acumulado em todas as linhagens estudadas (Capitulo 2, Figura 1).

Finalmente, tem sido sugerido um envolvimento da ecto-5’-nucleotidase em
mecanismos que induzem a resisténcia a drogas, onde a enzima seria importante na

recuperacdo do ATP utilizado pelas proteinas Pgpl70 (P-glycoprotein 170) ¢ MRP
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(multidrug resistance associated protein), membros da “ATP-binding cassete transporter

family”, na extrusdo das drogas (Ujhazy et al., 1996).

4.5 Expressao das NTPDases em gliomas

A investigacdo das ecto-nucleotidases responséaveis pela alta hidrélise do ATP em
astrocitos, mostrou que a NTPDase 2/CD39L1, conhecida previamente como ecto-
ATPase (Kegel et al., 1997), ¢ a principal NTPDase expressa por astrocitos de
hipocampo, cortex e cerebelo. Com o objetivo de analisar e comparar as NTPDases
expressas em gliomas e astrocitos, foi realizada anélise da expressdao do mRNA por RT-
PCR na linhagem US87, utilizada como representativa dos gliomas. Os resultados
mostraram que esta linhagem expressa as NTPDases 3, 5 ¢ 6, como encontrado nos
astrocitos (Anexo, Figura 1). Porém nao foi encontrado sinal para as NTPDases 1 ¢ 2 que
sdo as principais responsaveis pela hidrolise dos nucleosideos tri-fosfatados. Para
confirmar esses resultados, foram realizados experimentos de Northern blotting
utilizando-se como sonda a sequéncia extracelular da ATPDase 1 e uma sonda preparada
por PCR (aproximadamente 700 bp) para a NTPDase 2. Em concordancia com os
resultados de RT-PCR, ndo foram encontradas bandas correspondentes na membrana
contendo os RNAs e as sondas, no filme de raio X (Anexo, Figura 2). A andlise da
expressao dessas enzimas por imunocitoquimica, mostra um padrdo similar ao obtido
com astrocitos (Capitulo 3, Figura 5 e Anexo, 4). A expressao da NTPDase 3 foi mais
baixa e a expressao das NTPDases 5 e 6 foi alta, justificando a atividade ADPésica
medida pelo método da liberagdo de fosfato, observada nas linhagens de gliomas
estudadas (Capitulo 2, Tabelal e Figura 2).
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Em conjunto, esses resultados sugerem que a baixa degradagdo dos nucleosideos
tri-fosfatados, observados em todas as linhagens de gliomas estudadas, poderia ser devido
a falta de expressdo das NTPDases responsaveis pela hidrolise do ATP, principalmente a
NTPDase 2. Recentemente foi mostrado que cancer de pancreas apresenta uma
diminuicdo na expressdo da NTPDase 1, quando comparada com tecido normal,
causando uma diminui¢do da atividade ATPésica nas regides de crescimento do tecido
tumoral (Kittel et al., 2002).

A analise de alguns dados da literatura levaram a interessante observagao de que a
NTPDase 1 estd posicionada no cromossomo 10 (Maliszewski et al., 1994; Chadwick e
Frischauf, 1998) que ¢ o cromossomo parcialmente ou inteiramente deletado em 90% dos
glioblastomas (Besson et al., 1999). Surpreendentemente, o gene da NTPDase 1 ¢
localizado na mesma regido do cromossomo 10 que o supressor tumoral PTEN, a regido
10g23.3, frequentemente deletada em glioblastomas (Li et al., 1997; Maier et al., 1999;
Besson et al., 1999; Kato et al., 2000; Penninger ¢ Woodgett, 2001). Essa alteragdo ¢
também observada em linhagens de gliomas (Li et al., 1997; Maier et al., 1999).

Outra observacao curiosa, ¢ que o gene da NTPDase 2 esta situado no cromossomo
9q34.3 (Chadwick e Frischauf, 1997), que ¢ uma regido do cromossomo 9q
frequentemente perdida em cancer renal (Povey et al., 1997). Essa ¢ também a regido
definida para o gene da desordem genética humana da TSC1 (tubular sclerosis I) também
chamada de hamartina, caracterizada pelo generalizado desenvolvimento de tumores
distintos, chamados hamartomas ou células gigantes de astrocitoma subependimal
(subependymal giant cell astrocytoma — SGCA). (Slegtenhorst et al., 1997; Gutmann et

a., 2000; Mizuguchi e Takashima, 2001).
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O fato da localiza¢do dos genes das NTPDases 1 e 2 terem a mesma localizacao
cromossdmica de genes envolvidos em supressao tumoral como a PTEN e TSCI, pode
sugerir a idéia de que em gliomas a delecdo desses supressores tumorais poderia ter
afetado também o gene das NTPDases. No caso da NTPDase 1 isso poderia ocorrer
concomitantemente com a perda da PTEN, uma vez que esta ¢ uma das maiores
alteracdes encontradas em gliomas de alto grau. Em concordancia, a linhagem US87,
utilizada para investigacdo das NTPDases em gliomas, ndo possui a proteina PTEN
funcional, devido a uma dele¢ao de 49 bp no gene (Li et al., 1997; Maier et al., 1999).

Virias possibilidades poderiam ser levantadas para a falta de atividade ATPésica
nas linhagens de gliomas. Sem duavida a delecdo do gene da NTPDase 2, poderia ser a
mais plausivel, porém h4 também a possibilidade de mutacdes em aminoécidos ou
regides especificas, que levem a perda somente da atividade ATPasica. Como
demonstrado por diversos estudos, a integridade dos dominios transmembrana da enzima,
bem como a estrutura quaterndria sdo essenciais para sua afinidade pelos substratos
trifosfatados (Heine et al., 2001; Grinthal e Guidotti, 2002). Assim, muta¢des nessas
regides poderiam levar a perda da atividade ATPasica. Similarmente, foi demonstrado
para a NTPDase 1 que a histidina 59 na ACR I possui um papel central na especificidade
pela hidrélise do ATP nos tetrdmeros intactos (Grinthal e Guidotti, 2000).

Outra possibilidade que ndo pode ser excluida ¢ alteracdo na atividade por
regulagdo. A regulagdo, tem sido o aspecto menos explorado em relagao as E-NTPDases,
muito pouco ¢ conhecido sobre como esssas proteinas sdo reguladas. A andlise das
sequéncias de aminodcios mostra que ha a presenca de sitios de consenso para

fosforilagdo por proteinas quinases em todos os membros da familia (Wang et al., 1997,
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Chadwick e Frischauf; 1997; Chadwick e Frischauf; 1998; Kegel et al., 1997; Smith e
Kirley, 1998). Além disso, foi mostrada a presenca de uma banda fosforilada em
astrocitos e gliomas U87, coincidente com uma banda reconhecida pelo anticorpo anti-
apirase de batatas. Porém esse estudo ndo permite o conhecimento de qual das NTPDases
foi imunodetectada, uma vez que o anticorpo utilizado ndo possui especificidade para
distinguir entre os diferentes membros da familia E-NTPDase (Wink et al., 2000). A
regulacdo, através da interagdo com proteinas também poderia ser uma possibilidade, ja
que foi demonstrada que a interagdo da NTPDase 1 através do dominio citoplasmatico
com proteinas reguladoras ¢ capaz de regular a atividade ADPésica (Wang et al., 1998;
Zhong et al., 2000).

Processamento alternativo de mRNA (splicing) tem sido relatado para as
NTPDases e poderia ser também uma das possibilidades para a falta de atividade
ATPasica, observada nos gliomas. Vlajkovic e colaboradores (1999) mostraram uma
variante de splice da ecto-ATPase em coclea (ecto-ATPase B), que também ¢ expressa
em cérebro de ratos. Essa variante de splicing ¢ 50 aminodcidos mais longa que a outra
isoforma (ecto-ATPase A) contendo trés sitios para caseina quinase-2 ndo existentes na
outra isoforma. Entretanto um sitio para proteina quinase C existente na ecto-ATPase A,
foi perdido. Assim, os autores sugerem que esse splicing alternativo, seja uma estratégia
para a regulagdo diferencial da hidrolise do ATP.

Embora a delegdo gendmica muito provavelmente possa ser responsavel pela
auséncia da NTPDase 1 em gliomas PTEN negativos (como a U87 e U373), um estudo
mais aprofundado de gliomas PTEN positivos, poderd indicar se alguns dos outros

mecanismos de alteragdo, discutidos anteriormente, também desempenham um papel na
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perda da atividade ATPasica em gliomas. Estudos em gliomas PTEN positivos serdo
essenciais para elucidar se a baixa atividade ATPasica ¢ um fator fundamental na
gliomagénese, ou se a alta prevaléncia pela delecdo da regido 10g23.3 ¢ devido a
presenca da PTEN nesta regido.

Serdo necessarios varios outros estudos para elucidar o porqué da falta de atividade
ATPasica nas linhagens de gliomas. Como nas células normais correlatas, astrocitos, a
NTPDase 2 ¢ a principal NTPDase expressa e possivelmente a maior responsavel pela
hidrolise dos nucleosideos tri-fosfatados, torna-se evidente que essa ectonucleotidase
deva ser o alvo das investigagdes. Entretanto, primeiramente serd preciso confirmar os
resultados obtidos com as linhagens de gliomas, comparando-os com gliomas obtidos de
cirurgias, usando-se como controle tecido cerebral humano normal pos mortem. Estes
estudos serdo essenciais tanto para confirmar o resultado da hidrélise de ATP nas
linhagens de gliomas, quanto os resultados de RT-PCR e Northern blotting que foram

realizados para a linhagem US87.
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4.6 Modelo proposto para o envolvimento do ATP e das NTPDases em

gliomas

Os resultados obtidos nos trés capitulos e no anexo dessa tese, juntamente com
dados da literatura e resultados em preparacdo no nosso laboratério, sugerem que o ATP
extracelular e a adenosina possam ser substancias que atuem na proliferagdo dos gliomas,
podendo fazer parte dos mecanismos que caracterizem esses tumores, como alta
capacidade de invasao e proliferacao.

Assim, a andlise de todos esses dados nos induziram a propor um modelo para a
atuagdo do ATP extracelular na progressio dos gliomas (Figura 12). Esse modelo esta
baseado principalmente nas seguintes observacdes: a recente descoberta de Takano e
colaboradores (2001) de que gliomas que liberam glutamato possuem vantagem
proliferativa in vivo; ATP via receptores P2X; pode induzir astrocitos a liberar glutamato
(Duan et al., 2003); a baixa atividade ATPasica observada nas linhagens de gliomas
(Capitulo 2); e o fato de que gliomas sdo resistentes a morte por altas concentragdes de
ATP (Morrone et al., 2003, manuscrito em preparacao).

Gliomas liberando glutamato, causariam uma citotoxicidade que provocaria a morte
neuronal do tecido que o circunda. Como consequéncia a morte neuronal provocaria a
liberagdo de varios fatores, entre eles glutamato e altas concentragcdes de ATP. O ATP

liberado, induziria astrdcitos a liberarem glutamato, provocando neurotoxicidade e mais
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liberagdo de ATP, num processo de retro-alimentacdo positiva. Como as células dos
gliomas possuem uma baixissima capacidade de hidrélise de ATP, possivelmente devido
a falta de expressdo ou defeito funcional da NTPDase 2, o ATP liberado permanecera
acumulado ao redor do tumor. O tecido cerebral que circunda o tumor sofreria os
processos de gliose reativa, apoptose e necrose induzidos pelas altas concentracdes de
ATP, ocasionando a morte neuronal e consequentemente mais liberacdo de glutamato e
ATP. Como o glioma parece ser resistente a morte por ATP e o ATP induz sua
proliferagdo, o tumor poderia proliferar e ocupar o espago proporcionado pelo dano
tecidual provocado pelo glutamato e pelo ATP num processo de retroalimentacio
positiva. Essa proposta estd simplificada no esquema da

Se esse modelo for comprovado, poderia ser pensada uma terapia onde o excesso
de ATP fosse removido da regido que circunda o tumor, principalmente no momento da
ressec¢do cirurgica, ja que a reincidéncia do tumor ¢ a maior causa de insucesso do
tratamento. Para isso poderia ser usada como medicamento a apirase solivel que ¢ um
“scavenger” natural do ATP e ja tem sido testada como terapia em sistema circulatorio.
Além do mais se for confirmado que ndo ha a expressao da NTPDase 2 em gliomas, por
terapia génica esse gene poderia ser inserido nas células do tumor. O estudo da eficécia e
viabilidade dessas duas alternativas de terapia na inibi¢do do crescimento de gliomas,

estdo em andamento no nosso laboratorio.

150



E preciso mencionar, que essa ¢ uma proposta simplificada de um dos eventos que
possam estar envolvidos no processo da gliomagénese. Entretanto, devido a urgéncia de
novas terapias mais seletivas e eficazes para essa patologia, todas as observacdes que
levem ao entendimento da patologia merecem ser investigadas. Assim, além de mais
estudos que confirmem e aprofundem os resultados obtidos, serd necessario investigar se
as alteragdes observadas na atividade catalitica das NTPDases sdao a causa ou a

consequéncia da gliomagénese.
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Figura 12. Modelo proposto para o envolvimento do ATP extracelular na

progressao dos gliomas.

As células do glioma, através da liberacdo de glutamato e outros substancias, causam a morte
celular do tecido que circunda o tumor, o que leva a liberagdo de fatores cuja concentracao
intracelular ¢ elevada, como o ATP e o proprio glutamato (Seta 1). Estes fatores induzem a morte
neuronal, por sua vez causando uma maior liberagdo de ATP e glutamato (seta 2). Como a
degradacdo do ATP pelos gliomas é extremamente baixa, possivelmente pela delecdo das
NTPDases 1 e 2 e como os gliomas sdo resistentes a morte por ATP, o nucleotideo permanecera
acumulado nas bordas do tumor, contribuindo ainda mais para o processo de retro-alimentacéo
positiva entre morte neuronal, liberagdo de ATP e glutamato e consequentemente proliferacdo e

invasdo do glioma (Seta 3).
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5 Conclusodes

5.1 Gerais

1) Astrécitos de cerebelo apresentam um perfil diferenciado do metabolismo dos
nucleotideos extracelulares e uma maior expressao da ecto-5’-nucleotidase, em
comparagdo com astrocitos de hipocampo e cortex.

2) Astrocitos de diferente regides cerebrais, expressam a NTPDase 2 (CD39L1)
como a principal NTPDase responsavel pela hidrolise do ATP.

3) Gliomas apresentam um padro alterado do metabolismo do ATP, possivelmente

devido a falta de expressdo da NTPDase 2.

5.2 Especificas

1) Culturas de astrécitos de diferentes regides cerebrais foram capazes de hidrolisar
completamente o ATP extracelular até¢ adenosina;

2) Astrécitos de hipocampo e cortex hidrolisaram de forma semelhante o ATP, ADP
e AMP.

3) Astrocitos de cerebelo degradaram o ATP extracelular com uma atividade
especifica, significativamente menor do que hipocampo e cortex.

4) Astrocitos de cerebelo degradaram o AMP com com uma atividade especifica
aproximadamente sete vezes maior do que astrocitos de hipocampo e cortex.

5) Astrocitos de cerebelo apresentaram uma expressdio de mRNA para ecto-5’-

nucleotidase de aproximadamente quatro vezes maior do que hipocampo e cortex.
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6) A ecto-adenosina deaminase foi o principal mecanismo para a metaboliza¢do da
adenosina em astrocitos das diferentes estruturas cerebrais.

7) Astrocitos expressaram mRNA para todos os membros da familia E-NTPDase,
sendo que a NTPDase 3 (CD39L3) ¢ a menos expressa.

8) A NTPDase 2 (CD39L1) foi a principal NTPDase por astrocitos de hipocampo,
cortex e cerebelo.

9) Diferentes linhagens de gliomas humanos e uma linhagem de glioma de rato
apresentaram uma capacidade reduzida de hidrolisar o ATP extracelular quando
comparada com astrdcitos.

10) As linhagens U87, U373 e U138 apresentaram uma maior hidrélise de AMP
quando comparadas com astrocitos.

11) Dados preliminares sugerem que a falta de atividade ATPésica observada nas

linhagens de gliomas possa ser devido a falta de expressdo das NTPDases 1 e 2.
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6 Perspectivas

1)

2)

3)

4)

S)

Comparar os resultados de hidrélise de nucleotideos obtidos com linhagens de
gliomas com astrdcitos normais de humanos;

Analisar se tumores obtidos cirurgicamente apresentam a mesma falta de
atividade ATPasica observada nas linhagens e comparar o resultado com tecido
cerebral normal;

Confirmar por RT-PCR e Northern blotting a falta de expressdo das NTPDases 1
e 2 nas linhagens de gliomas, usando-se tecido cerebral humano como controle
positivo;

Analisar a expressao das NTPDase em tumores obtidos de cirurgia e comparar
com tecido cerebral normal; e correlacionar com a express¢ao da PTEN;

Se a falta de atividade ATPasica nos gliomas for devido a auséncia da expressao
da NTPDase 2, investigar o seu papel na proliferagdo, transfectando as linhagens
com plasmideos para a NTPDase 2 e observar se expressao da enzima, diminui a
proliferagdo; neste caso, as linhagens expressando a NTPDase 2 recombinante
poderdo ser injetadas no cérebro de ratos e podera se comparar a formagao de
tumores in Vivo com as linhagens que ndo expressam a enzima; ainda neste caso,
poderd se bloquear o gene da NTPDase 2 em astrocitos, através do RNAi e

observar se a sua auséncia ¢ suficiente para a transformacao maligna.
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