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RESUMO

Meduloblastoma ¢ um tipo de tumor neuroepitelial que acomete principalmente o
cerebelo de criancas com idade média de aproximadamente nove anos. Estes tumores sao
identificados como a principal malignidade cerebral entre criancas e sdo classificados pela
Organizacdo Mundial da Satde como tumores de alto grau. Inumeras alteragdes génicas,
cromossOmicas € em vias de sinalizacdo tém sido utilizadas como ferramentas para a
classificacdo destes tumores. Alteragdes evidenciadas no sistema purinérgico, o qual se baseia no
estudo das fungdes desencadeadas pelo ATP e outros nucleotideos e nucleosideos no meio
extracelular tém sido identificadas por favorecerem a progressdo de malignidades. Tais funcdes
sdo mediadas pela ativagdo de um amplo grupo de receptores purinérgicos denominados P2, e
reguladas por uma familia de enzimas denominadas ectonucleotidases. Nosso grupo de pesquisa
tem publicado resultados que apontam para a intima relagdo entre o sistema purinérgico € a
progressdo de gliomas. No intuito de dar continuidade a estes estudos em outros tumores do
sistema nervoso central, o objetivo principal desta tese de doutorado foi caracterizar a expressao
e funcionalidade do sistema purinérgico em diferentes linhagens de meduloblastoma humano
fazendo uso de técnicas tanto in vitro quanto in vivo. Observamos que as linhagens Daoy,
ONS76 e D283 apresentaram a expressdo e funcionalidade dos receptores purinérgicos P2 de
forma bastante significativa. Dentre os receptores expressos, enfatizamos os estudos sobre o
P2X7 o qual, quando estimulado por concentra¢cdes farmacoldgicas de ATP desencadeou morte
celular na linhagem Daoy de MB humano, confirmando o potencial deste receptor como um
eficiente alvo de terapias contra esse tipo de cancer. Na sequencia, avaliamos a familia das
ectonucleotidases, onde observamos que assim como em gliomas, os meduloblastomas
apresentam uma baixa capacidade de hidrdlise do ATP no meio extracelular e uma alta atividade
AMPassica, atribuida a elevada expressdo da enzima ecto-5’NT/CD73 pelas linhagens Daoy e
ONS76. Ja a linhagem D283 apresentou auséncia da atividade e expressdo desta enzima.
Sabendo que a ecto-5’NT/CD73 tem sido descrita por favorecer a progressdo de tumores,
superexpressamos essa enzima na linhagem D283 e avaliamos o crescimento dos tumores
formados apds o implante in vivo. Observamos que, para os meduloblastomas, a presenca da
enzima promoveu uma significativa reducdo no tamanho dos tumores implantados quando
comparado com o grupo controle. Esses resultados nos levam a sugerir que a expressdo da ecto-
5’-NT/CD73 por células de meduloblastoma pode ser considerada um marcador de prognostico
assim como ser utilizada como um possivel alvo terapéutico no tratamento desta malignidade.
Por fim, de uma forma geral, mostramos o funcionamento do sistema purinérgico em mais um
tipo de tumor e que a sua modulagdo pode servir, de diferentes formas, como ferramenta para o
controle da progressdo de meduloblastomas.
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ABSTRACT

Medulloblastoma is a kind of neuroepithelial tumor that mainly affects the cerebellum of
children with median age of nine years old. These tumors are identified as the principal brain
malignancy in children and are classified by the World Health Organization as tumors of high
malignancy. Numerous genetic mutations as well chromosomal and signaling pathways
alterations have been used as tools to classify these tumors. Changes in the purinergic system,
which is based on the study of functions triggering by ATP and others nucleotides and
nucleosides into the extracellular medium, have been described to favoring the malignancies
progression. These functions are mediated by stimulation of a broad group of purinergic
receptors named P2 and regulated by enzymes family called ectonucleotidases. Our research
group has published results that indicate the relationship between the purinergic system and the
glioma progression. In view of the continuation of these studies in other tumors of the central
nervous system, the main objective of this thesis was to characterize the expression and function
of the purinergic system in different human medulloblastoma cell lines making use of in vitro
and in vivo techniques. We observe that Daoy, ONS76 and D283 showed the pronounced
expression and function of P2 purinergic receptors. Among the expressed receptors we highlight
the studies about the P2X7. When stimulated by pharmacological ATP concentrations it triggered
cell death in Daoy cell line, confirming the potential of this this receptor as a target for effective
cancer therapies. Considering the necessity for the modulation of this system, we evaluated at the
sequence the ectonucleotidases family. We observed that the medulloblastoma cell lines
presented reduced ATP hydrolysis in the extracellular medium and presented a prominent AMP
hydrolysis which was attributed to ecto-5’NT/CD73 expression presented by Daoy and ONS76
cell lines. D283 cell line did not shown expression or activity attributed to this enzyme.
Knowing that ecto-5’NT/CD73 has been described to favor the tumor progression, we performed
the overexpression of this enzyme in the D283 cell line and its functionality was evaluated in an
in vivo xenograph tumor model. The overexpression of this enzyme caused a significant
reduction in the implanted tumors growth when compared to the control group. These results
lead us to suggest that the expression of ecto-5’NT/CD73 by medulloblastoma might be
considered as a prognostic marker and can be planned to be used as a therapeutic target in the
treatment to this malignancy. Overall, we show the purinergic system functionality in another
type of tumor and that its modulation might be suggested as a tool to control of medulloblastoma

progression.
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APRESENTACAO

Esta tese estd organizada em sec¢des dispostas da seguinte maneira: Introducdo, Objetivos,

Resultados, Discussdo, Conclusdes, Perspectivas, Referéncias Bibliograficas e Anexos.

A Introdugdo apresenta a fundamentagdo tedrica que nos levou a formular as hipoteses

propostas da tese, dispostas no item Objetivos.

Na secdo Resultados estdo expostos os materiais e métodos utilizados para a realizagdo
deste trabalho, assim como os resultados obtidos, ambos descritos em formato de artigo

cientificos completos, publicados ou a serem submetidos para publicag@o.

A secdo Discussdo contém uma interpretacdo geral dos resultados obtidos nos diferentes

artigos cientificos.

A secdo Conclusdes aborda as conclusdes gerais da tese.

Na se¢do Perspectivas estdo expostas as sugestdes de continuidade deste trabalho que

poderao constituir novos projetos cientificos, dando continuidade a linha de pesquisa.

A se¢@o Referéncias Bibliograficas lista as referéncias utilizadas na redacdo dos itens

Introducéo e Discussio da tese.

A se¢@o0 anexos contém uma lista de outros trabalhos realizados em co-autoria durante
todo o periodo de desenvolvimento do doutorado e as instrugdes das revistas aos autores para a

preparacgdo e submissdo de artigos.
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1. INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

1.1 Meduloblastomas

1.1.1 Generalidades

Meduloblastoma (MB) ¢ um tipo de tumor neuroepitelial embriondrio que ocorre no
Sistema Nervoso Central (SNC), mais especificamente na fossa posterior e cerebelo, acometendo
preferencialmente criancas. Casos em adultos jovens também sdo evidenciados com indices bem
menos frequentes (Koeller & Rushing, 2003). E considerado o tumor cerebral mais comum entre
criangas com idade média de aproximadamente 9,1 anos, afetando preferencialmente o sexo
masculino (Gilbertson & Ellison, 2008; Fruechwald-Pallamar et al., 2011; Smoll & Drummond,

2012).

Segundo a Classificacdo Internacional de Doengas - Oncologia (ICD-O), entre 16 a 25%
dos casos de tumores cerebrais entre criancas sdo MB (Louis ef al., 2007). Nos Estados Unidos
da América, estima-se que surjam entre 2 a 5 novos casos a cada 10.000 individuos, totalizando
uma incidéncia de 240 novos casos por ano (Grizzi et al., 2008). A média de sobrevida dos

pacientes diagnosticados entre os anos de 2000 a 2005 foi de 5 anos (Massimino et al., 2011).

1.1.2 Classificacao

O termo “meduloblastoma” foi introduzido por volta de 1910 pelo patologista americano
James Homer Wrigth. Ja em 1925, um grupo de pesquisadores formulou a hipdtese de que estes

tumores eram provenientes de um grupo de células embrionarias chamadas “meduloblastos”. No

-2-



entanto, a falta de comprovagdes cientificas que confirmassem a real origem desta malignidade
fez com que os meduloblastomas fossem incorporados a uma familia de neoplasias' do SNC,
denominadas de tumores neuroectodermais primitivos (PNET) (Grizzi et al., 2008; Gilbertson &

Ellison, 2008).

Originalmente os PNETs eram considerados tumores cerebrais indiferenciados e de alto
grau de malignidade, raramente apresentando diferenciacdo neuronal ou glial. Este conceito tem
sido muito util para o desenvolvimento de protocolos clinicos que auxiliam no diagndstico e
tratamento de inumeros tumores do SNC, especialmente aqueles apresentados por criangas
(Gilbertson & Ellison, 2008). Contudo, a partir de uma perspectiva patologica, os MB
demonstraram uma variedade de subtipos ndo visualizada entre as demais malignidades
compreendidas no grupo PNET. Diante dos fatos, por volta de 1964, iniciaram-se entdo os
primeiros debates sobre a incidéncia e os diferentes tipos de MB (Gilbertson & Ellison, 2008;
Fruehwald-Pallamar et al., 2011) e em 1993 a Organiza¢do Mundial da Satude (OMS) agrupou
estes tumores de forma distinta, atribuindo a eles uma nova classificacdo envolvendo percepgdes

a cerca de sua origem e natureza como um todo (Gilbertson & Ellison, 2008).

A ultima classificacdo dos MB publicada pela OMS foi em 2007 (Louis et al., 2007),

atribuindo a seguinte subdivisio: Meduloblastoma Desmoplasico’, Meduloblastoma de

! Neoplasia — refere-se ao crescimento anormal de um tecido que foge, parcial ou totalmente, ao controle do organismo, tendendo
a autonomia e a perpetuagdo, podendo gerar efeitos agressivos a saude do individuo. (Thuler ez al., 2011)

2 Desmopldsico - Do termo desmoplasia que se refere ao crescimento descontrolado de um tecido fibroso ou estroma. E
importante enfatizar que a desmoplasia constitui um insulto secundério a um evento inicial, podendo entdo ocorrer no entorno de
neoplasias, gerando uma fibrose densa que circunda a massa tumoral. Este termo estd principalmente associado a neoplasias
malignas que promovem uma invasao fibrosa no tecido normal circundante (Ayala et al., 2003).



Extensiva Nodularidade, Meduloblastoma de Células Grandes, Meduloblastoma Anaplasico® e

Meduloblastoma Classico.

Destas variantes, os MB desmoplasicos compreendem cerca de 7 a 15% dos casos e estio
associados a um bom progndstico para os pacientes (Gilbertson & Ellison, 2008; Massimino et
al., 2011). Esta malignidade ocorre preferencialmente na fossa posterior, espalhando-se pelo
liquido cerebroespinhal, no entanto, a formagdo de metéstases extraneurais ¢ rara (Brandes &
Paris, 2004). Apresentam como principal caracteristica uma arquitetura bifasica, composta por
regides nodulares com densos reticulos intercelulares e zonas nodulares livres de reticulos, nas
quais hd uma prevaléncia de um fendtipo neurocitico entre as células tumorais. A desmoplasia,
neste caso, caracteriza-se pela deposicdo de colageno a qual ¢ mais evidente quando ocorre a

invasdo das leptomeninges (Gilbertson & Ellison, 2008).

MB de extensiva nodularidade (MBEN) apresentam uma incidéncia de aproximadamente
3% com prevaléncia entre pacientes de até 3 anos de idade (Louis et al., 2007; Massimino et al.,
2011). Eles diferem dos MB desmopldsicos por exibirem uma arquitetura nodular
significativamente expandida e livre de zonas reticulares. Nestas zonas sdo comumente
identificadas populagdes de células que se assemelham a células de neurocitomas, por

apresentarem um mesmo padrdo de orientagdo (Louis et al., 2007).

Por apresentarem intimeras caracteristicas em comum, os MB de células grandes e os
anaplasicos sdo estudados e analisados de forma agrupada passando a receber uma denominagao

especifica: MB de células grandes/anapldsicos ou LCA (do inglés large cells/anaplasic)

3 Anaplésico — ou anaplasia, refere-se a células maduras ou diferenciadas que passaram por um processo de desdiferenciagdo, ou
seja, perdem suas caracteristicas estruturais e funcionais normais assumindo caracteristicas de uma célula indiferenciada. Este
processo é comum a tumores malignos cujas células sdo bastante proliferativas, sdo grandes com um ou mais nucleos bastante
evidentes, redondos e densos (Abbas et al., 2007).
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(Massimino et al., 2011). Os tumores LCA tém como principal caracteristica células grandes
com um ou varios nucleos proeminentes. Adicionalmente, apresentam elevados indices mitoticos
e apoptdticos, os quais associados ao marcado pleomorfismo nuclear, caracterizam um
prognostico ruim ao pacientes com incidéncia de 10 a 20% dentre os MB diagnosticados

(Gilbertson & Ellison, 2008; Massimino et al., 2011).

MB cléssicos compreendem a grande maioria dos casos de MB (Massimino et al., 2011).
Eles sdo formados basicamente por células pequenas, redondas ou ovaladas podendo ou nao
apresentar focos de necrose e angiogénese, sendo que a proliferagdo microvascular ¢ bem mais
sutil quando comparada a angiogénese glomeruloide demonstrada por gliomas de alto grau
(Gilbertson & Ellison, 2008). Entre os tumores neuroepiteliais € o que apresenta a maior taxa de
renovagdo celular e indice proliferativo. Assim como as demais variantes, apresentam uma maior
diferenciacdo neurocitica do que astrocitica ¢ uma grande capacidade de invadir as

leptomeninges (Gilbertson & Ellison, 2008).

1.1.3 Diagnéstico

O historico clinico registrado dos pacientes que apresentam MB mostra que estes tumores
tem um comportamento bioldgico bastante agressivo. Muitos pacientes apresentam os primeiros
sintomas apos aproximadamente trés meses do inicio da doenga (Koeller & Rushing, 2003). A
expansdo da massa tumoral promove intensa pressao sobre o tecido cerebral normal e juntamente
com a formagdo de edema podem ocasionar dores de cabeca localizadas a regido occipital ou
entdo dores generalizadas, acompanhadas de vOmito persistente (com ou sem nausea),

sonoléncia, irritabilidade, comportamento psicotico, convulsdes dentre outros sintomas (Koeller



& Rushing, 2003; Mrdak et al., 2012). Com o crescimento do tumor as consequentes lesdes
cerebelares podem gerar contragdes musculares involuntdrias, perda da motricidade fina e ainda

gerar movimentos involuntérios e repetitivos dos olhos (Bartlett ez al., 2013).

Tendo em vista que os sintomas apresentados podem remeter a inumeras outras doengas
neurologicas, somente exames mais elaborados como Tomografia Computadorizada (TC) e
Imagem de Ressonancia Magnética (IRM) podem fornecer dados mais conclusivos para o
diagnostico dos MB (Mrdak et al., 2012). Dentre os inimeros fatores identificados com estes
exames a localizagdo e extensdo do tumor, assim como a presenc¢a de hidrocefalite, sdo os mais
importantes. Este ultimo pode vir a contribuir para a determinagdo de um progndstico ruim para
0 paciente, por ser o responsavel pelo espalhamento de células tumorais para outras estruturas
neurais, aumentando o risco de recorréncia, assim como a forma¢do de metastases extraneurais

(Koeller & Rushing, 2003; Brande & Paris, 2004).

Dos tumores do SNC, os MB constituem a classe mais metastatica. Dados da literatura
mostram que cerca de 33% dos pacientes apresentam a doenga ja disseminada no momento do
diagnostico (Koeller & Rushing, 2003; Schmidt ef al., 2010). A prevaléncia de mestastases
extraneurais ¢ de 7,1%, e na maioria dos casos tendem a se manifestar entre 12 a 32 meses apos
o inicio do tratamento. Os focos extraneurais atingem preferencialmente os ossos, seguido do

figado, pulmdes, pancreas dentre outros orgaos peritoneais (Koeller & Rushing, 2003).

1.1.4 Tratamento

A cirurgia ¢ a primeira op¢do de tratamento quando os MB sdo diagnosticados. A
extensdo da area retirada ¢ um importante fator relacionado a sobrevida do paciente e recorréncia
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do tumor, onde, quanto maior for a 4drea removida melhor sera o prognostico. O grande viés esta
relacionado as chances de sequelas permanentes, o que pode impactar sobre a qualidade de vida
do individuo além de contribuir para o atraso do inicio de terapias adjuvantes (Brande & Paris,

2004; Massimino et al., 2011).

A radioterapia tem sido aceita como o mais efetivo tratamento apos a ressec¢ao cirurgica,
onde as doses de radiacdo atingem uma média de intensidade de 36 Gy* no eixo cranioespinhal e
56 Gy na fossa posterior. A eficiéncia desta terapia tem sido associada com a intensidade da
radiagdo utilizada, no entanto, para cada faixa etaria tém-se uma determinada intensidade de
radiagdo permitida para ser aplicada. Os adultos recebem as doses mais elevadas, acima de 50
Gy e nota-se que nestes casos a recorréncia € tardia e a média de sobrevida maior. Em criancas, a
radiagdo pode gerar significativas sequelas neurocognitivas, principalmente em pacientes muito
jovens. Sendo assim, a intensidade das doses é reduzida para 23,5 Gy. Com isto, este tratamento
deixa de ser tdo efetivo e a recorréncia passa a ser mais breve e a sobrevida dos pacientes menor.
Nestes casos, a fim de contornar este viés, indica-se o uso de quimioterapia como um adjuvante

no tratamento (Brande & Paris, 2004; Massimino et al., 2011).

O uso da quimioterapia ainda ¢ bastante discutido para os MB, pois ndo se sabe em que
momento ao certo ele pode ser eficaz. Aplica¢des antes da radioterapia podem retardar o inicio
deste tratamento que € o mais convencional e efetivo. Os agentes quimioterapicos utilizados,
quando esta alternativa ¢ aplicada, sdo a cisplatina, vincristina, lomustina, etoposideo ¢ a

ciclofosfamida (Brande & Paris, 2004, Schmidt et al., 2010).

* Gy — Consiste no simbolo para Gray, que representa a unidade de dose de radiagio ionizante absorvida, a qual ¢ definida como
a quantidade que deposita 1 Joule (J) de energia por quilograma (Kg) no meio absorvedor, sendo 1 Gy = 1 J/Kg. Gray ¢ uma
unidade de medida do Sistema Internacional de Medidas e este nome foi dado em homenagem a Louis Harold Gray (1905 —
1965), um radiologista britanico.
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1.1.5 Marcadores histologicos e alteracdes moleculares

Os MB, dentre os tumores embrionarios do SNC, podem apresentar marcadores tanto
para linhagens neuronais, a sinaptofisina, como astrociticas, a proteina acidica fibrilar glial
(GFAP) (Gilbertson & Ellison, 2008). Outros marcadores neuronais especificos para MB
também sdo incorporados hoje na determinag@o histologica destes tumores, como a enolase e a
gromogranina (Louis et al., 2007). O Ki-67 (marcador de proliferagdo celular) funciona como
um importante marcador de fracdes de crescimento celular, mas nem ele, nem os outros
mencionados acima, fornecem informacgdes suplementares que possam auxiliar na defini¢do do
comportamento bioldgico dos tumores ou mesmo fornecer alguma resposta para um possivel

tratamento (Gilbertson & Ellison, 2008).

Quanto as alteragdes genéticas mais comuns, tém-se identificado mutagdes no
cromossomo 17 como uma das mais comuns em MB, sendo mais frequente no subtipo LCA,
sugerindo que esta alteracdo genética esteja associada com fenotipos mais agressivos, assim
como amplificagdes nos oncogenes MYCC e MYCN (Brandes & Paris, 2004; Huse & Holland,
2010). Em contraste, a monossomia no cromossomo 6 ¢ associada a um prognostico favoravel
aos pacientes, principalmente em MB Classicos que apresentam o cromossomo 17 intacto e
possuem alteragdes no gene para P-catenina. Alteracdes no cromossomo 9 sdo observadas

frequentemente nos MB desmoplésicos e raramente nos Classicos (Gilbertson & Ellison, 2008).

1.1.6 Tumorigénese dos MB



Existem hoje trés teorias que postulam a possivel origem dos MB, todas
fundamentalmente baseadas na origem a partir de células indiferenciadas. A primeira proposta
sugere que a propria camada granular externa do cerebelo seja um sitio de origem. Isso se deve
ao fato de que ela ¢ a principal fonte de células indiferenciadas nesta estrutura cerebral e controla
a diferenciacdo neuronal local, uma das caracteristicas histologicas dos MB (Koeller & Rushing,
2003). A segunda teoria expde o conceito de que todos os MB sdo PNET (tumores
neuroectodermais primitivos), baseando-se nas caracteristicas histoldgicas comuns apresentadas
por ambos. No entanto, dados na literatura apontam para diferengas principalmente genéticas
entre eles, langando duvidas sobre esta teoria (Giangaspero ef al., 2000). Ja a terceira hipdtese, a
qual ¢ mais aceita, propde que os MB sejam originados de mais de um tipo celular. Isto se
justifica pelas caracteristicas imunorreativas apresentadas pelas células tumorais onde algumas
remetem a células presentes no desenvolvimento do sistema ventricular e outras a células

derivadas da camada granular externa do cerebelo (Giangaspero et al., 2000).

Mas o que levaria estas células indiferenciadas a mudarem o curso de seu processo de
diferenciacdo e levarem a formagdo de células tumorais? Inumeros estudos apontam que a
tumorigénese dos MB ¢ fortemente relacionada com a desregulacdo de vias de sinalizacdo
envolvidas no desenvolvimento normal do cerebelo (Massimino ef al., 2011). As principais vias
de sinalizagdo intracelulares relacionadas a este processo, assim como no comportamento
biolégico dos MB, sdo a Sonic HedgeHog (SHH), a Wnt e a Notch (Figura 1) (Schmidt et al.,

2010).
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Figura 1 - Principais vias de sinalizag@o intracelular envolvidas com a progressio de diferentes subtipos de MB:
SHH (PTCH 1 - Patched 1; SMO — Smoothened protein; COS-2 — Costal-2; FU — Fused; SUFU — Supressor of
fused); Wnt (APC — Adenomatosis polyposis coli; GSK3p — Glycogen Synthase 3f); Notch (ICN — Intracellular
Notch domain).

A via SHH medeia a transdugdo de sinal que promove o crescimento durante o
desenvolvimento cerebelar, sendo sua fun¢do mais evidente nas células precursoras granulares
que originam os neurdnios da camada granular externa. Aproximadamente 30% dos pacientes
diagnosticados com MB apresentam mutagdes em efetores desta via, principalmente em
PATCHI e SUFU, os quais resultam na superativacio da mesma, gerando uma acelerada

proliferagdo celular (Gilbertson & Ellison, 2008; Huse & Holland, 2010; Schmidt ez al., 2010).

A segunda via bastante envolvida na formagdo dos MB ¢ a Wnt, a qual regula a
proliferagdo de células tronco e células progenitoras presentes na zona ventricular do embrido e
na zona subventricular apos o nascimento (Fan & Eberhart, 2008). A ativacdo de seus receptores

especificos Frizzled, gera a desestabilizacio de um complexo multi-proteico, no qual
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observamos a presenca das proteinas APC e GSK3, dentre outras. Com isso ha uma diminuigao
na degradagdo da B-catenina, favorecendo sua translocacdo para o nucleo celular e a ativagdo de
fatores de transcricdo, em sua maioria, associados com a proliferagdo celular (Polaskis, 2000).
Alteragdes genicas em APC e B-catenina sdo observadas em aproximadamente 15% dos MB,
geralmente relacionadas ao subtipo desmoplésico, e estdo associadas com um bom prognostico

para os pacientes (Ellison ef al., 2005).

Adicionalmente, a via de sinalizagdo Notch também & superexpressa em alguns subtipos
de MB e tem sido relacionada com uma baixa média de sobrevida dos pacientes. Assim como as
demais vias apresentadas, ela também possui mutagdes em seus efetores que levam a transcrigdo
descontrolada de genes, dentre eles Hes-1, que est4 intimamente associada com a estimulacao da
proliferagdo celular ¢ com o bloqueio da diferenciacdo neuronal. Dentre os subtipos desta
proteina, a mais encontrada nos MB ¢ a Notch2 sendo detectada em 15% dos casos analisados

(Guessous et al., 2008).

A determinag@o das vias que estdo ativadas nas amostras de MB retiradas dos pacientes
pode auxiliar na classificagdo do tumor, assim como favorecer a elucidacdo da biologia do
mesmo, e, juntamente com as demais caracteristicas observadas nos exames, permitir a
determinacdo do progndstico do paciente e a prescrigdo de um tratamento mais adequado

(Guessous et al., 2008).

1.2 Sistema Purinérgico

1.2.1 Nucleotideos extracelulares
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Nas células, a energia é fornecida pela oxidagdo de “combustiveis metabdlicos”, tais
como carboidratos, lipideos e proteinas. A oxidagdo dessas moléculas resulta na liberagcdo de
energia livre que pode ser estocada em ligagdes fosfoanidras presentes em moléculas como
adenosina tri-fosfato (ATP), adenosina di-fosfato (ADP), assim como outras moléculas
fosfatadas. Dentre elas, o ATP é o link efetivo e central, constituindo a molécula chave nos
processos celulares de troca de energia, através da hidrolise ou transferéncia do grupo fosfato

terminal (Bonora et al., 2012).

Nao seria nada surpreendente que o ATP tenha sido utilizado como uma molécula de
sinalizagdo ao mesmo tempo em que tenha sido explorado como uma fonte de energia
intracelular. De fato, o ATP ¢ provavelmente uma das moléculas de sinalizacdo mais antigas que
surgiram durante a evolugdo dos organismos vivos (Rayah et al., 2012). Tanto ele como a
adenosina (ADO), produto de sua hidrdlise, sdo neurotransmissores ¢ neuromoduladores bem
reconhecidos no SNC e periférico. Além disso, suas a¢cdes como moléculas sinalizadoras estdo
bem estabelecidas em outros sistemas, tais como cardiovascular, imune e endocrino dentre outros

(Burnstock, 2008; Rayah ef al., 2012).

Usualmente, as concentragdes de ATP dentro das células atingem a faixa de milimolar.
Mesmo assim, devido a sua importancia em processos metabdlicos e sua baixa estabilidade em
meio aquoso, o conteido de ATP pode ser rapidamente depletado se ndo for imediatamente
reposto (Bonora et al., 2012). No entanto, pesquisas com mamiferos mostram o ATP sendo
estocado dentro de grandes vesiculas citoplasmaticas juntamente com outros neurotransmissores,
tais como acetilcolina, noradrenalina e glutamato em diferentes estruturas cerebrais. Em
astrocitos, mais especificamente, foram encontradas pequenas vesiculas sindpticas contendo

apenas ATP (Yamboliev et al., 2009).
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Por um longo tempo assumiu-se que a unica forma de liberacdo de nucleotideos, em
especial o ATP, para o meio extracelular era através de um dano ou lise total da célula, em
decorréncia a eventos diversos de injuria mecanica ou citotoxicidade. Hoje, evidencias sugerem
que a liberacdo destas moléculas pode também ocorrer por exocitose ou ainda via carreadores
presentes na membrana plasmatica (Figura 2) (Bodin & Burnstock, 2001; Corriden & Insel,
2010; Junger, 2011). A ocorréncia exocitica da liberacdo do ATP ¢é firmemente suportada pela
demonstracdo de granulos secretdrios e/ou vesiculas, isolados de tecidos exocrinos e
neuroenddcrinos que o estocam (Lazarowski, 2012). Dados recentes mostram a caracterizacao de
um transportador vesicular de nucleotideos (VNUT), o qual contribui para o armazenamento do
ATP em vesiculas e sua libera¢do exocitica em uma ampla variedade de tecidos (Abbracchio et
al, 2009; Sawada et al, 2008). Adicionalmente, duas classes de canais transmembrana foram
relacionadas com o transporte de ATP para o meio extracelular: canais anionicos, como por
exemplo, os canais de Cl" e ainda canais que formam grandes poros na membrana, como o0s
associados a conexinas, panexinas e o proprio P2X;, um receptor purinérgico (Lazarowski,
2012). Sugere-se ainda que a liberacdo do ATP seja regulada, e em muitos casos, acompanhada

por nucleotideos UTP ¢ UDP (Burnstock 2006a; Yegutkin, 2008).

Uma vez no meio extracelular os nucleotideos atingem concentracdes na ordem de
nanomolar (Di Virgilo, 2005) e interagem com receptores especificos, chamados receptores
purinérgicos. Por fim, sdo degradados por uma ampla familia de ectoenzimas que controlam suas
concentracdes extracelulares assim como modulam a amplitude de suas fungdes (Czajowski &
Baranska, 2002). Ao ativarem seus receptores, eles desencadeiam importantes e diferentes

efeitos sobre inimeros processos bioldgicos incluindo contragdo muscular, secre¢do enddcrina e
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exocrina, resposta imune, inflamagdo, agregacdo plaquetdria, dor, modulagdo das fungdes

cardiacas e neurotransmissao (Ralevic & Burnstock, 1998; Striter, 2006).
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Figura 2 — Possiveis vias de liberagdo do ATP para o meio extracelular. (A) Secre¢do vesicular; (B) Condugio via
canais ou poros; (C) Secregdo via extravasamento do conteudo intracelular devido a lise da célula.

Dependendo do subtipo de receptor purinérgico existente na célula e as vias de

sinalizag@o possivelmente envolvidas, a estimulagdo via nucleotideos extracelulares pode mediar
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uma resposta de curto prazo (resposta aguda) ou mesmo desencadear processos que afetam o
metabolismo celular como um todo incluindo adesdo celular, ativacdo da célula e migracao
(Robson et al, 2006). Além da ampla e ubiqua participacdo em eventos fisioldgicos atribuidos
aos agonistas purinérgicos, ¢ também evidenciada a participacdo destes em importantes eventos
patologicos, onde a elevada concentragdo de ATP no meio extracelular tem sido considerada
uma potencial causa em eventos neurodegenerativos (Franke et al/, 2006). Adicionalmente,
elevadas concentracdes extracelulares ndo apenas de ATP, mas também de adenosina, podem
favorecer a proliferagdo e progressao de tumores, tais como gliomas (Spychala 2000, Morrone et

al, 2003).

1.2.2 Receptores Purinérgicos

O sistema de sinalizagdo purinérgica ¢, indiscutivelmente, um dos principais sistemas de
sinalizagdo extracelular que integra circuitos celulares funcionais no SNC, onde purinas e
pirimidinas medeiam a sinalizagdo reciproca entre neurdnios e astrocitos, em diferentes
estruturas cerebrais através da ativacdo de uma ampla familia de receptores, nomeados
receptores P1 e P2 (Verkhrasky et al., 2009). Esta denominagdo foi primeiramente descrita em
1978, por Geoffrey Burnstock, quando ele propos que estes eram subdividios em receptores P1,
sensiveis a adenosina e receptores P2, sensiveis aos ATP e ao ADP (Burnstock, 1978). Esta
divisdo permanece como uma parte fundamental da classificagdo dos receptores purinérgicos,
embora os receptores P1 e P2 sejam agora caracterizados primariamente de acordo com sua
estrutura molecular, suportada por evidéncias de distintos sistemas efetores, perfis

farmacologicos e distribuicao tecidual (Ralevic & Burnstock, 1998).
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1.2.2.1 Receptores Pl

Os receptores P1 sdo receptores sensiveis as variacdes na concentracdo de adenosina

presente no meio extracelular. Sdo descritos quatro subtipos: A, Aza, Asg € Az, com distintas

propriedades farmacologicas entre si (Ralevic & Burnstock, 1998). Todos eles sdo acoplados a

proteina-G e assim como outros receptores desta categoria, apresentam sete dominios

transmembrana. Estes dominios sdo formados por estruturas em a-helice compostas por 21 a 28

amino acidos hidrofobicos, com a calda N-terminal voltada para o meio extracelular e a C-

terminal para o meio intracelular (Figura 3) (Ralevic & Burnstock, 1998; Fredholm et al., 2001).
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Figura 3 — Estrutura fundamental dos receptores purinérgicos (adaptado de Abbracchio et al., 2009).
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Os receptores A e Aj s@o acoplados a proteinas Gy, as quais exercem fungdes inibitdrias
sobre a enzima adenilato ciclase. Ja os receptores Asa € Asp sdo acoplados a proteina G e ativam
a producdo de AMPc (adenosina monofosfato ciclico). Os receptores A; e Az exercem fungdo
sobre a enzima fosfolipase C (PLC), estimulando a sintese de inositol-3-fosfato (IP3). Em alguns
tipos celulares o receptor A; foi descrito por estar envolvido na ativa¢do de canais catidnicos de
K" e/ou de Ca"™ (Ralevic & Burnstock, 1998; Verkhrasky et a., 2009; Abbracchio et al., 2009).
Dependendo do tipo celular, outras combinagdes entre proteinas-G tém sido reveladas e todos os
receptores de adenosina foram mostrados por ativar pelo menos uma subfamilia de proteinas
cinase ativadoras de mitdgenos (Schulte & Fredholm, 2003). Os receptores P1 sdo amplamente
expressos e apresentam diferentes afinidades pela adenosina, onde os receptores A; e Aja
demonstram uma maior afinidade pelo nucleosideo (Km<30nm), enquanto que os receptores As;

e, particularmente, o receptor A,p apresentam baixa afinidade (1-20 pM) (Ham & Evans, 2012).

No SNC, a adenosina exerce uma multiplicidade de fungdes, incluindo a modulagao de
fungdes neurais e gliais, sinalizagdo entre neurdnio-glia e também no desenvolvimento neural.
Além disso, a adenosina exerce um importante papel no controle dos sistemas de resposta imune
inata e adaptativa. Desregulag¢des no sistema da adenosina estdo envolvidas em patologias como

epilepsia, desordens neurodegenerativas e condi¢des psiquiatricas (Boison, 2008).

1.2.2.2 Receptores P2X

Os receptores P2X constituem um grupo de canais catidnicos ndo seletivos, que sao
expressos por inimeras espécies, desde organismos unicelulares até humanos, no entanto, sua

filogenia ainda ndo foi bem estabelecida. O agonista natural para estes receptores ¢ o ATP,
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enquanto que seus metabdlitos como o ADP e também outros nucleotideos como UTP ¢ UDP,

ativam os receptores P2Y, ndo exercendo agdes sobre os P2X (Coddou et al., 2011).

Sdo identificados sete membros pertencentes a esta classe de receptores: P2X; 7, sendo
todos canais catidnicos classicos ndo seletivos que ao serem ativados pelo ATP, formam canais
na membrana plasmatica permitindo a passagem de K', Na" e Ca’" (Burnstock, 2006b;
Abbracchio et al., 2009). Estes receptores sd@o formados estruturalmente por trimeros proteicos
transmembrana (Figura 3), que podem ser classificados como homoméricos, constituidos por
subunidades codificadas por um mesmo gene, ou heteroméricos, onde as subunidades sdo
codificadas por genes de diferentes P2X, originando assim novas disposi¢des: P2X;,, P2X/4,
P2X5, P2X53, P2X5s6, P2X4s6 € P2X4/7) (Abbracchio et al., 2009). O receptor homomérico P2X5
¢ ativado por concentragdes de ATP que variam entre 100 pM e concentragdes acima de 1 mM,
ja os demais receptores podem ser ativados por concentragdes de ATP cujo EC50 varia entre 1 a

10 uM (Abbracchio et al., 2009).

Dentre estes receptores, o P2X; apresenta a capacidade de formar ndo apenas estreitos
canais de condutancia que permitem a passagem de pequenos ions, mas também promove a
abertura de grandes poros que sdo permeaveis a moléculas organicas de até 900 Da. Este
processo ocorre nao apenas pela dilatagao do proprio canal originando o poro, mas também pode
ocorrer pela associacdo com outros canais ou transportadores, como por exemplo, a integragdo
que ocorre entre o P2X; e os canais panexina (Burnstock, 2006b; Abbracchio et al., 2009;
Coddou e al., 2011). Os receptores P2X favorecem principalmente o influxo de Ca*", o qual
resulta em um aumento na concentra¢do deste ion no meio intracelular gerando a despolarizagao
da membrana e influenciando em iniimeros processos bioldgicos, como na liberagdo de vesiculas

citoplasmaticas e a propria transducdo de sinais entre células neurais (Franke et al., 2006).
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1.2.2.3 Receptores P2Y

Até o momento foram clonados oito subtipos de receptores pertencentes a esta familia:
P2Y12.46,11,12,13,14. Assim como os receptores P1, os P2Y sdo receptores acoplados a proteina-G e
apresentam uma topografia composta por sete dominios proteicos transmembrana com a cauda
N-terminal voltada para o meio extracelular e a C-terminal voltada para o meio intracelular
(Figura 3). Esta altima contém sequencias especificas que se ligam a proteinas cinases. Alguns
dominios transmembrana apresentam uma consideravel homologia entre si, o que auxilia na
determinacdo de qual proteina-G o receptor se ligard e ainda, auxilia na determinacdo da
intensidade dessa ligacdo (Burnstock, 2006b; Abbracchio ef al., 2009; Verkhrasky et al., 2009).
Levando em consideracio a ligagdo destes receptores a proteina-G, eles sdo subdivididos em dois
grupos: P2Y 124611 € P2Y12,13,14. Os primeiros sdo acoplados a proteina-G4/Gii, € regulam a
atividade da PLC, controlando assim a liberagdo de Ca*" a partir do reticulo endoplasmatico,
mediada por IP3. O segundo grupo modula a acdo de canais i0nicos ¢ inibe a agdo da enzima

adenilato ciclase via proteina-Gj, (Burnstock, 2006b; Verkhrasky et al., 2009).

Muitas células expressam multiplos receptores P2Y. Alguns deles sdo ativados por
nucleosideos di-fosfatados (P2Y6,12) enquanto outros sdo ativados principalmente por
nucleosideos tri-fosfatados (P2Y,4). Adicionalmente, eles podem ser ativados tanto por
nucleotideos puricos como pirimidicos (P2Y,46) € outros apenas pelos puricos (P2Y11.12)
(Burnstock, 2006b). Visto que a ativagdo destes receptores envolve sistemas de sinalizagdo
dependentes de proteinas-G e também segundos mensageiros, o tempo de resposta ao estimulo,

quando comparados a sinalizagcdo via receptores P2X, ¢ mais lento (em torno de 100ms). Mas,
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mesmo assim, receptores acoplados a proteinas-G, incluindo os P2Y, foram identificados por
modular a atividade de canais i6nicos voltagem-dependentes em neurdnios e outras células

excitaveis (Volonté et al, 2006).

1.2.3 Familia das Ectonucleotidases

Uma vez no meio extracelular, os nucleotideos sdo hidrolisados por uma cascata
enzimatica, resultando na formagao de seu respectivo nucleosideo e fosfato inorganico. Inumeras
pesquisas designam esta atividade hidrolitica a uma familia de enzimas inicialmente nomeadas
como ecto-ATPases, as quais sdo capazes de hidrolisar o ATP ¢ ADP no meio extracelular. Com
novas descobertas moleculares e funcionais, esta classe foi renomeada, sendo entdo constituida
por inimeros membros, os quais sdo ubiquamente distribuidos e agem sobre uma enorme gama
de substratos, compondo entdo a familia das ectonucleotidases (Zimmermann, 2000;
Zimmermann et al., 2012). Os correntes conhecimentos sobre estas enzimas incluem os
seguintes membros: Ecto-nucleosideo trifosfato difosfohidrolase (NTPDase — EC 3.6.1.5); Ecto-
nucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase (NPPs — EC 3.6.1.9/EC 3.1.4.1); Fosfatase alcalina (AP
—EC 3.1.3.1); Ecto-5’-nucleotidase/CD73 (ecto-5’NT/CD73 — EC 3.1.3.5) e a enzima Adenosina
deaminase (ADA — EC 3.5.4.4) (Figura 4), todas elas agem de uma maneira bastante coordenada,
controlando a sinaliza¢do dos nucleotideos extracelulares ao hidrolisa-los (Zimmermann, 2000;

Robson et al., 2006; Zimmermann et al., 2012).
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Figura 4 — Topografia de membrana das principais enzimas representantes da familia das ectonucleotidases, as
quais participam ativamente no metabolismo extracelular dos nucleotideos. ACRs — regides conservadas da apirase;
GPI — glicosil-fosfatidilinositol; MP — membrana plasmatica.

1.2.3.1 NTPDases

Até o momento foram clonados oito diferentes genes que codificam os membros
pertencentes ao grupo das NTPDases. Os subtipos individuais diferem entre si na localiza¢ao
celular e também nas propriedades funcionais (Zimmermann, 2000; Zimmermann et al., 2012).
Quatro delas, as NTPDases1,2,3 e 8, sdo tipicamente localizadas na superficie da membrana
plasmatica, com seu sitio catalitico voltado para o meio extracelular. As NTPDases5 e 6 exibem
localizacdo intracelular e sofrem secrecdo apds estimulos nos tecidos em que sdo expressas.
Mesmo quando secretadas no meio extracelular, elas ndo interferem na regulagdo da ativacido dos
receptores P2 por apresentarem um K4 muito alto e portanto uma afinidade muito baixa pelos
nucleotideos extracelulares (Robson et al., 2006). J& as NTPDases4 e 7, apresentam-se

inteiramente intracelulares, voltadas para o limen de organelas citoplasmaticas como o aparato
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de Golgi e o reticulo endoplasmatico, consequentemente também nao interferem no metabolismo
extracelular dos nucleotideos (Kukulski et al, 2005; Robson et al., 2006; Yegutkin, 2008). Todos
os membros desta subclasse apresentam 5 dominios altamente conservados, denominados
“regides conservadas da apirase” (ACRs), as quais estdo intimamente relacionadas com o sitio
ativo das enzimas e consequentemente fazem referéncia a atividade catalitica das mesmas

(Zimmermann 2000, Zimmermman et al., 2012).

As NTPDases extracelulares 1,2,3 e 8 diferem entre si principalmente pela preferéncia
pelo substrato (Tabela 1). Todas elas requerem concentragdes em milimolar de Ca®" e Mg®" para
exercerem sua atividade catalitica maxima, sendo que na auséncia destes ions tornam-se inativas
(Robson et al., 2006). Apresentam uma estrutura altamente glicosilada com peso molecular que
varia entre 70 e 80 KDa. Possuem basicamente dois dominios transmembrana, um C-terminal e
outro N-terminal, com uma grande al¢a extracelular, a qual contém as regides conservadas da
apirase (Figura 4) (Zimmermann, 2000; Yegutkin, 2008; Zimmermann et al., 2012). A principal
fungdo das NTPDases presentes na superficie da membrana plasmatica ¢ controlar a
disponibilidade de nucleotideos extracelulares, os quais s3o agonistas dos receptores
purinérgicos P2, e assim contribuirem para a manuten¢do extracelular da homeostase deste

sistema (Robson et al., 2006).

1.2.3.2 NPPs e Fosfatases alcalinas

O subgrupo das NPPs consiste de sete membros ja clonados, NPP1 a NPP7, as quais
foram numeradas de acordo com sua ordem de descoberta. Estas enzimas apresentam uma ampla

especificidade por diferentes substratos, sendo capazes de hidrolisar ligagdes pirofosfato e
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fosfodiester presentes em nucleotideos, acidos nucleicos, bem como lisofosfolipideos e esteres
de fosfatidilcolina (Stefan et al., 2006; Zimmermann et al., 2012). Somente os trés primeiros
membros desta familia possuem ampla distribuicdo tecidual e sdo capazes de hidrolisar varios
nucleotideos extracelulares sendo entdo relevantes no contexto da sinalizagdo purinérgica
(Goding et al., 2003; Zimmermman et al., 2012). As NPP1 (antigeno de diferenciacdo
plasmatica, PC-1), NPP2 (autotaxina, fosfodiesterase la) e NPP3 (gp130RB13'6, B10,
fosfodiesterase 1P) sdo glicoproteinas transmembrana de aproximadamente 115 KDa, cuja cauda
N-terminal ¢ intracelular e a C-terminal extracelular (Figura 4), onde esta ultima contém dois
dominios referentes ao sitio catalitico da enzima, que garantem a homologia existente entre estes
trés membros (Goding et al., 2003; Stefan et al., 2005; Yegutkin, 2008). Notavelmente, a
distingdo funcional entre os membros das NPPs e as NTPDases ¢ frequentemente complicada,
pois ambas as classes apresentam-se, na maioria das vezes, co-expressas em uma ampla
variedade de tecidos de mamiferos e trabalham de maneira coordenada na degradacdo dos

nucleotideos tri- ¢ difosfatados (Yegutkin, 2008).

As APs sdo enzimas homodiméricas extracelulares ligadas a membrana plasmatica por
uma ancora de Glicosil-fosfatidilinositol (GPI) (Figura 4). Seu sitio catalitico contém trés ions
metalicos (2 zincos e 1 magnésio) necessdrios para sua atividade enzimatica e sua atividade
otima tém sido identificada em pH alcalino, variando entre 8 ¢ 11 (Millan, 2006; Yegutkin,
2008). Elas apresentam ampla especificidade por intimeros substratos como compostos
fosfomonoester e outros compostos fosfatados, incluindo nucleotideos da adenina, pirofosfato,
polifosfatos  inorganicos,  glicose-6-fosfato,  P-glicerofosfato,  bis-(p-nitrofenil)-fosfato
(Zimmemann et al., 2012) (Tabela 1). As APs apresentam 3 isoenzimas com homologia entre si

de 90 a 98%, sendo distintas entre si por sua localizagdo tecidual: AP intestinal (IAP),
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placentaria (PLAP) e de células germinativas (GCAP). Uma quarta enzima ¢ identificada por
pertencer a este grupo, a fosfatase alcalina tecido ndo-especifica (TNAP), a qual apresenta uma
homologia de 50% em relagdo as demais (Millan, 2006). Ela ¢ abundantemente expressa nos
ossos, figado, rins e em menores niveis, em outros tecidos. A principal fun¢do atribuida a esta
enzima ¢ a participacdo nos processos de mineralizacdo dssea, controlando niveis extracelulares
de pirofosfato inorganico (PPi), o qual ¢ um inibidor natural da deste processo (Millan, 2006;

Yegutkin, 2008).

1.2.3.3 Ecto-5 -nucleotidase/CD73 e Adenosina deaminase

Ecto-5’-nucleotidase ¢ também conhecida como CD73 por ter sido inicialmente descoberta como
uma proteina de superficie de membrana, e representa hoje, dentre inimeras outras fungdes, um
marcador de maturagdo para ambos, linfocitos B e T (Zimmermann, 2000). Esta enzima catalisa
a reagdo de hidrolise de nucleotideos monofostato em seus respectivos nucleosideos ¢ Pi. Por
esta razdo, a ecto-5’NT/CD73 ¢ a principal responsavel pela producido de adenosina extracelular
a partir de nucleotideos da adenina (Zimmermann, 2000; Yegutkin, 2008; Zimmermann et al.,
2012). Sua estrutura ¢ dimérica com peso molecular de aproximadamente 70 KDa. Apresenta-se
ligada a membrana plasmatica das células por uma interagdo entre sua por¢do C-terminal e uma
ancora de GPI (Figura 4). A sua estrutura N-terminal encontra-se ligado um 4tomo de zinco, o

qual € imprescindivel para sua atividade enzimatica, concedendo-lhe assim uma caracteristica de
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Tabela 1- Resumo das principais caracteristicas atribuidas aos membros pertencentes a familia

das ectonucleotidases.

Nome da Familia

Nome da
Proteina

Nome do
Gene

Principais
substratos

Afinidade ao
substrato

Preferéncia
por substrato

Kn) utM

Ecto-nucleosideo trifosfato NTPDase 1 ENTPD 1 NTP, NDP ATP ~10-200 ATP:ADP
difosfohidrolase (1al,5:1)
NTPDase2 | ENTPD?2 NTP (NDP) ATP ~70 ATP:ADP
(10a40:1)
NTPDase 3 ENTPD 3 NTP, NDP ATP ~75 ATP:ADP
B3a4:l)
NTPDase4 | ENTPD 4 NTP, NDP UDP, GDP UDP
(pouco ATP e ~200-500
NTPDase 5 ENTPD 5 ADP) GDP ~130 UDP
UDP, GDP,
NTPDase 6 | ENTPD 6 CDP, ADP n.d. GDP
(pouco ATP)
NTPDase 7 | ENTPD 7 | GDP, IDP, UDP, n.d. UTP
CDP (exceto
NTPDase 8 ENTPD 8 ATP) ATP 81-226 ATP:ADP
UTP, GTP, CTP 2:1)
(exceto ATP)
NTP (NDP)
Ecto-nucleotideo NPP1 ENPPI NPPI a NPP3: n.d. n.d.
pirofosfatase/fosfodiesterase NTP, NDP,
NPP2 ENPP2 Dinucleoside
Polyphosphates,
NPP3 ENPP3 NAD"
Fosfatase Alcalina TNAP ALPL Sustratos Low ATP ~ 40 n.d.
comuns:
PLAP ALPP NTP, NDP,
NMP, PPi,
GCAP ALPP2 dentre outros
IAP ALPI
Ecto-5'-Nucleotidase/CD73 eN, CD73, SNTE NMP AMP 1-50 AMP
ecto-5’NT (ENT5)
Adenosina deaminase ADA ADA Adenosina - -

NTP (nucleotideos trifosfato), NDP (nucleotideos difosfato), NMP (nucleotideos monofosfato), n.d. (ndo definido)

(Adaptado de Yegutkin, 2008; Zimmermann et al., 2012).
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metaloenzima (Striter, 2006). A ecto-5’NT/CD73 ¢é encontrada em diferentes tecidos sendo
intensamente expressa no colon, rins, cérebro, figado, coragdo e pulmado (Zimmermann, 2000;
Yegutkin, 2008). Outras fun¢des ndo enzimaticas tém sido atribuidas a esta molécula, como a
indu¢do da sinalizacdo intracelular ¢ a mediacdo da adesdo célula-célula e célula-matriz

(Yegutkin, 2008; Cappellari et al., 2011).

Mesmo ndo sendo classificada como uma ectonucleotidase, a enzima ADA apresenta
importante participag@o na via de sinalizag@o purinérgica extracelular. Ela catalisa a reacdo final
de hidrdlise de nucleotideos da adenina, convertendo irreversivelmente a adenosina em inosina e
assim regulando a a¢do deste nucleosideo sobre os receptores P1, agindo em contrapartida a
ecto-5’NT/CD73. Esta enzima ¢ amplamente expressa no intestino, timo, pancreas € outros

tecidos linfoides e ndo linfoides (Yegutkin, 2008).

1.3 Sistema Purinérgico e Cancer

Existem inumeros fatores associados com a progressdo de tumores. Dentre eles,
destacamos o sistema purinérgico, o qual pode estar envolvido com o desenvolvimento tumoral
de varios tipos de cdnceres como o de mama, de bexiga, melanoma, carcinoma epitelial
intestinal, gliomas, dentre outros (Spychala, 2000; White et al., 2005; Morrone et al., 2005;
Stella et al., 2010). Em modelo animal de cancer de cdlon, injecdes intraperitoniais de ATP
favoreceram a redu¢do do crescimento tumoral (Rapaport, 1990), assim como em estudos in
vitro com linhagens celulares de diferentes tumores onde o tratamento com ATP reduziu a
proliferacdo celular, desencadeando tanto apoptose como necrose (White & Burnstock, 2006;

Tamajusuko et al., 2010). J& estudos realizados com linhagens celulares de glioma,
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demonstraram que o uso de doses farmacoldgicas de ATP (acima de 1 mM), favoreceram a
proliferacdo celular, beneficiando assim a progressao deste tipo de tumor (Morrone et al, 2003;
Morrone et al., 2005). Estes resultados, tantas vezes surpreendentes, podem estar relacionados
com o diferente perfil de receptores purinérgicos expresso pelas células tumorais, os quais
podem desencadear efeitos antagdnicos de acordo com a concentragdo de ATP a qual sdo

expostos (White & Burnstock, 2006).

Os receptores purinérgicos mais envolvidos com a biologia de tumores sdo os
ionotropicos P2Xs e P2X; e os metabotropicos P2Y, P2Y; e P2Y};. Os receptores P2Y, e P2Y,
sdo evidenciados por seu envolvimento com processos proliferativos de células tumorais, os
P2Xs e P2Y,; foram associados a processos de diferenciagdo celular com subsequente inibi¢do
da proliferacdo e o receptor P2X; tem sido associado com eventos de regulagdo tanto de morte
quanto de proliferacdo tumoral (White & Burnstock, 2006; Tamajusuku et al., 2010; Ryu et al.,
2011; Gehring et al., 2012). Dentre estes, o que tem recebido mais atencdo no ambito das
pesquisas terapéuticas relacionadas ao cancer € o receptor P2X; devido a sua intima relagdo com
eventos de morte celular quando estimulado por ATP, constituindo assim, um efetivo alvo para
tratamentos (Tamajusuko ef al, 2010). No entanto, como mencionado acima, efeitos antagonicos
podem ser mediados. No caso do P2X7, ele também pode favorecer o crescimento tumoral ao
estimular a proliferacdo. Tudo ira depender do tipo celular e das concentracdes de ATP as quais
este receptor € exposto, assim como o periodo pelo qual ele permanece sob ativacdo (Di Virgilio

et al., 2009).

Como observado em outros sistemas bioldgicos, ¢ de forma bastante orquestrada que se
da participacdo das ectonucleotidases no desenvolvimento tumoral. Estudos realizados por nosso

grupo de pesquisa demonstraram que diferentes linhagens celulares de glioma e cancer de

-27 -



bexiga, quando comparadas com células normais ou com linhagens de menor grau de
malignidade, apresentaram uma inversdo da expressdo e atividade das NTPDases e ecto-
5’NT/CD73, com consequente reducdo da atividade ATPésica e aumento da atividade AMP4sica
(Wink et al., 2003; Stella et al., 2010). Outro trabalho demonstrou que ratos com tumores
cerebrais induzidos, que tiveram a enzima apirase (NTPDasel) co-injetada com as células
indutoras do tumor, apresentaram uma reducdo significativa no tamanho e malignidade do tumor
implantado em relacdo aos grupos controle, apontando assim para o envolvimento do ATP
extracelular no crescimento dos glioblastomas in vivo (Morrone et al., 2006). Por outro lado,
quando a enzima NTPDase 2 foi superexpressa na linhagem celular de glioma C6 e essas células
foram implantadas no cérebro de ratos, observou-se a formacdo de tumores maiores € mais
agressivos quando comparados com os tumores dos animais controle. Isso demonstra que
alteracdes ndo apenas nas concentracdes de ATP, mas também de seus subprodutos, como por
exemplo o ADP, podem alterar a biologia desses tumores e influenciar o seu desenvolvimento

(Braganhol ef al., 2009).

A adenosina, um dos produtos da cascata hidrolitica do ATP no meio extracelular,
também tem demonstrado um importante papel nos estudos sobre o cancer. Dentre estes efeitos
listam-se a protecdo contra isquemia, estimulacdo do crescimento e angiogénese, além da
supressdo da resposta imune contra as células tumorais (Spychala, 2000). Consequentemente,
como principal produtora deste nucleosideo no meio extracelular, destacamos a ecto-5’NT/CD73
na progressao tumoral. Bavaresco et al. (2008), mostraram que com o aumento na confluéncia
das linhagens de células de glioma humano U138 e de rato C6, houve um aumento da expressao
e atividade da ecto-5’NT/CD73, o que estda em acordo com demais resultados que sugerem um

importante papel para esta molécula na progressdo e invasividade de células tumorais, ndo
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apenas como produtora de adenosina, mas também como uma molécula de membrana. Sadej et
al (2006) em um trabalho com células de melanoma com diferentes graus de malignidade,
mostraram que quanto maior o grau do tumor, mais intensa era a expressao da ecto-5'NT/CD73.
Adicionalmente, a inibicdo da atividade desta enzima tanto por seu inibidor especifico quanto
por moléculas da matriz extracelular, promoveu alteracdes no processo de adesdo celular na
linhagem de células de glioma humano UI38MG, confirmando a participacdo da ecto-

5'NT/CD73 em processos de invasividade tumoral (Cappellari ef al., 2011).

Diante de dados tdo contundentes, nosso grupo de pesquisa tem sugerido uma “hipotese
purinérgica” a qual tem sido alvo de nossos estudos para avaliar o envolvimento deste sistema na
progressdo de tumores, em especial, do sistema nervoso central e de bexiga (Braganhol et al.,
2013). De acordo com essa hipotese, niveis elevados de ATP no meio extracelular favoreceriam
o crescimento e a proliferacdo das células tumorais, mediados pela ativacdo de respectivos
receptores P2. No intuito de auto-protecdo, as células normais adjacentes, que expressam as
enzimas necessarias, degradariam este ATP em seus subprodutos tentando evitar os efeitos
citotdxicos ocasionados ao tecido normal por concentracdes extracelulares exacerbadas deste
nucleotideo. O decorrente acimulo de AMP serviria entdo de substrato para a ecto-5’NT/CD73,
a qual € superexpressa por inimeros tipos de tumores, produzindo elevadas concentragdes de
adenosina extracelular que propiciariam o crescimento da massa tumoral (Morrone et al., 2006;

Stella et al., 2010; Braganhol et al., 2013).

Sendo assim, tendo em vista os inimeros fatores que confirmam a participagdo dos
componentes do sistema purinérgico na biologia de diferentes tipos de tumores, destacando os
contundentes dados apresentados por nosso grupo de pesquisa, a ideia fundamental desta tese de

doutorado visa dar continuidade e aprofundar ainda mais os estudos na progressao de tumores do
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sistema nervoso central, avaliando tanto in vitro como in vivo, uma possivel relagdo entre o

sistema purinérgico e os meduloblastomas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Caracterizar a expressdo dos receptores € enzimas do sistema purinérgico e investigar o
envolvimento destes no metabolismo extracelular do ATP, bem como de seus subsequentes
metabdlitos, em diferentes linhagens celulares de meduloblastoma e em um modelo in vivo

desses tumores.

2.2 Objetivos Especificos

e C(Caracterizar a expressdo e funcionalidade dos Receptores Purinérgicos e determinar a
participacdo dos mesmos na progressao ¢ morte dos meduloblastomas (Item 3.1);

e C(Caracterizar a expressdo e atividade das Enzimas do Sistema puriérgico, bem como sua
participacdo no metabolismo extracelular dos nucleotideos e o possivel envolvimento
destas com a biologia dos meduloblastomas (Item 3.2);

e Analisar o efeito da restituicdo da enzima ecto-5'NT/CD73 na linhagem celular de
meduloblastoma humano D283 e determinar seu possivel papel no processo de

progressao tumoral in vitro e in vivo (Item 3.3).
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3 RESULTADOS

3.1 Artigo 1

P2X7 RECEPTOR AS A POTENTIAL TARGET TO INDUCE CELL DEATH IN

MEDULLOBLASTOMA CELL LINES

Angélica Regina Cappellari; Vanessa Clarimundo; Talita Glaser; Fabricia Dietrich; Franciane
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4 DISCUSSAO

Meduloblastomas (MB) sdo tumores neuroepiteliais cerebrais altamente agressivos que
ocorrem preferencialmente no cerebelo e afetam criancas com idade média de aproximadamente
nove anos (Gilbertson & Ellison, 2008; Smoll & Drummond, 2012). Além disso, a grande
problematica desta malignidade esta nas dificuldades do tratamento, onde a principal ferramenta
¢ a ressec¢do cirdrgica da massa tumoral, seguida de radioterapia e em alguns casos, aplica-se
quimioterapia como um adjuvante, as quais proporcionam ao paciente uma média de sobrevida
de aproximadamente cinco anos (Brande & Paris, 2004; Schmidt et al., 2010; Massimino ef al.,
2011). No entanto, isso acaba por gerar lesdes que podem retardar a resposta do paciente ao
tratamento e causar danos que afetam deu desenvolvimento e qualidade de vida futura. Uma
tentativa em contornar este viés tem sido a avaliagdo de marcadores que permitam a classificacio
do tumor e a aplicagdo de um tratamento mais adequado e especifico, proporcionando uma
sobrevida de melhor qualidade ao paciente. Dentre estes marcadores, destacam-se alteragdes
cromossOmicas como mutacdes no cromossomo 17 assim como amplificagdes nos genes MYCC
¢ MYCN (Brandes & Paris, 2004; Huse & Holland, 2010). Adicionalmente, tém-se avaliado
alteragdes em vias de sinalizagdo como SHH, Wnt e Notch que t€ém sido evidenciadas ndo apenas
por estarem envolvidas com a tumorigénese dos MB, mas também por auxiliarem na
classificagdo do tumor, predizendo, em parte, o comportamento bioldgico desta malignidade

(Schmidt ef al., 2010; Massimino et al., 2011).

Um sistema que tem sido cada vez mais investigado a cerca de sua participagdo no
processo de malignidade e progressao tumoral é o Sistema Purinérgico (Spychala, 2000; White e?
al., 2005; Beavis et al., 2012). Nao apenas o ATP, mas também outros nucleotideos e
nucleosideos, ao desempenharem suas fungdes via receptores P2, podem favorecer a proliferagao
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tumoral ao ativar vias intracelulares relacionadas com este processo, assim como induzir a
secre¢do de inimeros fatores que também atuam como adjuvantes na progressao tumoral, muitas
vezes por regularem fatores externos, como por exemplo, a resposta imune que atua sobre o
tumor (Morrone et al, 2003; Morrone et al., 2005; Braganhol et al., 2009; Adinolfi et al., 2012).
Por outro lado, a modulagao deste sistema quer pela agdo das ectonucleotidases, que regulam os
niveis dos nucleotideos no meio extracelular, quer pela agdo de drogas, pode caracterizar novas
possiveis ferramentas para o controle e tratamento do cancer (Morrone ef al., 2006; Braganhol et
al., 2009). Diante dos fatos, o principal objeto de estudo do nosso grupo de pesquisa, tem sido
evidenciar a participagdo do sistema purinérgico em gliomas assim como em cancer de bexiga.
No intuito de aprofundar ainda mais nossas investigacdes, esta tese de doutorado teve por
objetivo principal avaliar o sistema purinérgico em diferentes linhagens de MB humano,
enfatizando a continuidade nos estudos sobre a inter-relagdo entre o sistema purinérgico e sua

participacdo na progressdo de tumores do sistema nervoso central.

O primeiro passo dado a fim de cumprir nossas metas, foi caracterizar a expressdo e
funcionalidade dos receptores purinérgicos P2 (item 3.1). Como ferramenta de estudo, utilizamos
as ja mencionadas linhagens celulares de MB humano Daoy e ONS76, representativas de
tumores primdrios, e a linhagem D283, representativa de um foco metastatico. Avaliamos
inicialmente através da técnica de Real Time PCR, a expressdo do mRNA de todos os receptores
purinérgicos P2X e P2Y até entdo descritos (Figura 1 e Tabela 2 do item 3.1). Observamos que a
linhagem D283 expressa todos os receptores P2X, com uma expressdo mais contundente dos
receptores P2X;, P2X; e P2X,. Ja para as outras linhagens celulares avaliadas observamos um
perfil de expressdo bem menos evidente, destacando a moderada expressdo dos receptores P2X3

e P2Xs pela Daoy e do receptor P2X, pela ONS76. Adicionalmente, observamos que estas

-122 -



linhagens apresentaram um perfil especifico de expressdo do receptor P2X; assumindo as
seguintes propor¢des: Daoy > D283 >> ONS76, sendo que a expressdo pela linhagem ONS76 foi
considerada ausente. Juntamente, a estes dados, observamos que os receptores P2Y foram
expressos de forma ubiqua entre as linhagens variando apenas a intensidade de expressdo de cada

um deles.

Uma ampla gama de fungdes fisiologicas e patoldgicas € atribuida especificamente a cada
membro desta familia de receptores (Burnstock, 2008) sendo que o receptor P2X; € o que tem
recebido mais ateng@o no que diz respeito aos estudos sobre o cancer, seguido pelos receptores
P2Y, e P2Y, (Di Virgilio et al., 2009). Ao analisarmos a expressdo proteica destes trés
receptores nas linhagens celulares de MB, evidenciamos o mesmo perfil identificado na analise
anterior, onde a Daoy confirmou a maior expressdo do P2X; em comparagdo com as demais
linhagens e a D283 confirmou a proeminente expressao dos receptores P2Y, e P2Y, (Figura 2,

item 3.1).

Na sequéncia, a fim de avaliar a funcionalidade destes receptores, evidenciamos o perfil
de influxo de Ca®" apresentado por estas células apds terem sido estimuladas pelo ATP, assim
como a modulagdo da atividade destes receptores por agonistas e antagonistas (Figura 3, item
3.1). Os resultados obtidos nos mostraram que a linhagem Daoy, que apresentou a maior
expressdo do receptor P2X;, apresentou um aumento no influxo de Ca’* de acordo com o
aumento da concentracdo de ATP a qual ela foi exposta. Quando estimulada pelo BZ-ATP, um
agonista especifico do receptor P2X7, os niveis de influxo de Ca®" foram semelhantes aos
alcangados sob o estimulo com ATP. Isso nos permite atribuir este efeito a funcionalidade do
receptor P2X5, tendo visto que a caracterizagdo deste receptor aponta que sao necessarios niveis

mais elevados de ATP para que ocorra a ativagdo do mesmo (Coddou et al, 2011). A linhagem
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D283 apresentou um maior influxo de Ca®" em todas as concentragdes de ATP a qual foi exposta,
quando comparada com a Daoy. Este evento provavelmente se deve a vasta expressdo dos
receptores P2X por essa linhagem. Curiosamente, observamos que a D283 demonstrou um
influxo de Ca’ mais elevado quando exposta as menores concentracdes de ATP. Como
mencionado anteriormente, esta linhagem mostrou uma proeminente expressdo dos receptores
P2X, e P2X4, os quais s3o descritos por serem ativados pelo ATP em concentragdes que variam
em até no méximo 10 uM (Coddou et al, 2011). Sendo assim, sugerimos que o influxo de Ca*"
demonstrado pela D283 possa ser atribuido a ativacdo destes receptores. Este perfil de expressao
e atividade dos receptores P2X apresentados pela linhagem D283, com excecdo do P2X5,
também foi identificado em células neurais com fendtipo indiferenciado (Resende et al., 2007).
Tal comportamento também pode ser atribuido a células tumorais metastaticas, assim como a
D283, que apresentam alto grau de indiferenciagdo, o qual acaba por lhes conferir maior grau de
malignidade (Dirks, 2010). Adicionalmente, observamos que a linhagem D283 quando exposta a
100 M de ATP, apresentou uma diminui¢io no influxo de Ca*" quando comparado com as
menores concentragdes, ¢ ainda, quando estimulada por BZ-ATP, demonstrou um influxo de
Ca’" ainda menor, o que nos permite atribuir este comportamento, a reduzida expressdo do

receptor P2X; apresentada pela D283.

O receptor P2X5, quando ativado por concentragdes em torno de 100 uM, promove a
abertura de canais cationicos na membrana celular. No entanto, quando submetido a um estimulo
continuado com concentragdes de ATP que atingem a faixa de milimolar, este receptor acaba por
formar poros que apresentam alta permeabilidade a moléculas com aproximadamente 900 Da
(Coddou et al, 2011). E bem estabelecido na literatura que concentrag¢des farmacoldgicas de ATP

. . . + . ~ .
(acima de 1 mM), podem gerar um influxo incontrolado de Ca*" ¢ desencadear a ativagio de vias
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de sinalizagdo intracelulares envolvidas nos processos de morte por apoptose e/ou necrose. Tal
processo caracteriza o efeito de citotoxicidade gerado pelo ATP, o qual € descrito em inumeros
eventos patoldgicos que incluem, por exemplo, doencas neurodegenerativas (Burnstock, 2006a;

Burnstock, 2008; Coddou et al, 2011).

Partindo deste ponto de vista, avaliamos o efeito do tratamento com elevadas
concentracdes de ATP nas linhagens celulares de MB humano (Figuras 4-6, item 3.1).
Observamos inicialmente que houve uma reducdo no numero de células e na viabilidade, em
todas as linhagens. Com base nesse resultado, a fim de avaliarmos se esse efeito era devido a
inducdo de morte celular, avaliamos a incorporacdo de iodeto de propidio pelas células apds o
tratamento com ATP 2 e 5 mM, juntamente com moduladores do receptor P2X;, por 24h. A
linhagem ONS76 apresentou morte celular quando tratada com ATP, no entanto, este efeito ndo
foi alterado com a modulag¢do do receptor do P2X;. Esta linhagem apresentou a expressao do
receptor P2X,, no entanto, em humanos este receptor fora descrito com um ECsy de
aproximadamente 1 uM (Coddou et al, 2011). Sendo assim, diante das condigdes utilizadas,
sugerimos que nao ha participacdo deste receptor nos efeitos obtidos nessa célula. Nucleotideos,
nucleosideos assim como outras moléculas, quando em elevadas concentragdes no meio
extracelular, dependendo do tipo de célula, podem provocar a morte por alteragdo da
osmolaridade do meio (Wu et al., 2006). A linhagem D283, mesmo tendo apresentado redugdo
do niimero de células e também da viabilidade celular sob tratamento com ATP, ndo apresentou
indicios de morte celular. E descrito que o receptor P2X5, para a formagdo do poro na membrana,
necessita de proteinas adicionais denominadas panexinas (Abbracchio et al., 2009; Coddou ef al.,
2011). Mutagdes neste receptor ou a auséncia das panexinas impedem a formacdo do poro e

assim contribuem para a reducdo da morte celular promovida pelo continuado estimulo do P2X5
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(Adinolfi et al, 2005). Adicionalmente, a linhagem D283 apresentou uma elevada expressdo do
receptor P2Y,, o qual ¢é descrito por apresentar um papel neuroprotetor em doencas
neurodegenerativas (Weisman et a/, 2012), desta forma prevenindo o efeito citotoxico do ATP

sobre estas células.

Diferentemente das demais linhagens celulares, a Daoy apresentou morte celular sob
tratamento com ATP e também com BZ-ATP 100 uM, tendo sido este efeito revertido na
presenca do BBG, um antagonista inespecifico do receptor P2X7, sugerindo entdo que o efeito
citotoxico do ATP sobre a linhagem Daoy ¢ mediado por este receptor. O P2X; tem sido
amplamente descrito como alvo terapéutico para o cancer, tendo visto que sua modulacido pode
desencadear a morte celular (Tamajusuku et al., 2010; Gehring et al., 2012). No entanto fica a
grande pergunta: porque uma célula tumoral, que tende a expressar e produzir moléculas que
levam ao estimulo das condi¢des de proliferacdo expressaria um receptor que quando estimulado
a levaria a morte? Existem dados na literatura que mostram que a ativacdo do receptor P2X5
pode promover o crescimento tumoral (Ryu et al., 2011; Adinolfi et al., 2012). A rapida e
controlada ativacdo deste receptor gera a formagdo de ondas de célcio no meio intracelular, as
quais, por sua vez, agem sobre a mitocondria alterando seu potencial de membrana e,
consequentemente, interferindo na atividade de enzimas envolvidas com o metabolismo
energético das células, estimulando a producdo de ATP, favorecendo assim a progressdo do
tumor (Adinolfi et al, 2005). Com isso, podemos inferir que a expressdo do P2X; pela linhagem
Daoy seja util a sua biologia favorecendo a proliferacdo, e dessa forma, sugerimos o P2X; como

um potencial alvo farmacolédgico contra os MB.

De uma forma geral, os dados apontados no item 3.1 sugerem que as células de MB

humano apresentam perfis diferenciados de expressdo dos receptores purinérgicos P2 e a
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modulacdo destes pode ser sugerida como alvo farmacoldgico para o tratamento desta
malignidade. Adicionalmente, a fisiologia do sistema purinérgico descreve que as concentragdes
extracelulares de ATP e sua agdo sobre os receptores sdo controladas pelas ectonucleotidases
(Zimmermann ef al., 2012). Considerando a alta expressao dos receptores P2 pelas linhagens de
MB, o proximo passo deste trabalho, apresentado no item 3.2, foi caracterizar a familia das

ectonucleotidases nestas linhagens tumorais.

O ATP ¢ liberado para o meio extracelular em condigdes tanto fisiologicas quanto
patoldgicas promovendo inimeras funcdes celulares (Fields & Burnstock, 2006). Neste contexto,
tomando por base dados anteriores obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, que mostraram a
secrecdo de ATP por células de glioma (Braganhol ef al., 2007), buscamos analisar o perfil de
secrecdo dos nucleotideos da adenina pelas linhagens celulares de MB humano. Observamos que
as trés linhagens, mesmo em diferentes proporcdes, secretam elevadas concentragdes de ATP
para o meio extracelular. Em gliomas, o tratamento com concentragdes de ATP semelhantes as
secretadas pela linhagem Daoy, provocou um aumento significativo da proliferacdo celular
(Morrone et al., 2003) e em culturas organotipicas de hipocampo de rato promoveu
citotoxicidade, desencadeando morte celular (Morrone ef al., 2005). Isso demonstra que em
diferentes situacdes o ATP pode promover efeitos completamente opostos, resultado da variada
expressdo dos receptores P2 e também do perfil das enzimas responsaveis pela manutengido da

homeostase purinérgica extracelular.

Apresentamos na Figura 2 do item 3.2, a analise qualitativa e quantitativa da expressao
das ectonucleotidases nas linhagens celulares de MB humano Daoy, ONS76 e D283. Assim
como nos gliomas (Wink ef al., 2003b), as linhagens de MB ndo apresentaram a expressao das

NTPDases1,2 e 3, as quais foram caracterizadas como as principais responsaveis pela hidrdlise
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dos nucleotideos ATP ¢ ADP no meio extracelular (Robson et al., 2006; Zimmermann et al.,
2012) principalmente no sistema nervoso central (Wink et al., 2003a). Sendo assim, a perda da
expressdo e atividade destas enzimas pode ser parte do processo de transformacgdo maligna de
tumores cerebrais. Dentre as enzimas desta subfamilia, observamos unicamente a expressdo da
NTPDase5, que por ser uma enzima intracelular, ndo participa da regulacdo dos niveis de
nucleotideos no meio extracelular (Yegutkin, 2008; Zimmermann et al., 2012). No entanto,
mesmo sem apresentar relagdo com o metabolismo purinérgico extracelular de tumores, ela ¢
considerada um protoncogene, e sua expressio pode ser associada com o grau de malignidade de

células tumorais (Villar et al., 2007).

Em adi¢do as NTPDases, as NPPs sdo enzimas com propriedades cataliticas, de certa
forma diferenciadas, que também apresentam a capacidade de metabolizar nucleotideos e
nucleosideos no meio extracelular. As linhagens Daoy e ONS76, apresentaram baixa expressao e
atividade destas enzimas. Por outro lado, a D283 apresentou um perfil caracteristico de
expressdo, onde NPP2 > NPP1 > NPP3 e maior atividade enzimatica em relagdo as demais
linhagens analisadas sob condigdes Otimas de catalise. Todos esses resultados no permitem
sugerir que as NPPs fazem parte do controle do metabolismo extracelular dos nucleotideos tri- e

difosfatados nas linhagens de MB humano, especialmente na linhagem D283.

A enzima NPP3 tem sido relatada por ser expressa preferencialmente por células que
apresentam um maior grau de indiferenciagcdo, como por exemplo, em astrdcitos imaturos de
ratos no periodo pré e pos-natal (Braganhol et al., 2007). Mesmo tendo apresentado um menor
nivel de expressio da NPP3 em relagdo as demais enzimas desta subfamilia, a D283 foi a
linhagem que mais expressou esta enzima entre as demais linhagens de MB analisadas e mais

uma vez ¢ conferida a ela a relagdo com a expressdo de fatores relacionados a um maior grau de
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indiferenciag¢do, como o que ¢ aferido a células metastaticas e sabidamente mais agressivas. A
NPPI1 também foi sugerida como um marcador de malignidade por ser expressa em células de
glioma de rato C6 (Grobben ef al., 1999), no entanto, ndo foi atribuida a ela qualquer relagao
com processos de diferenciagdo celular. A NPP2 por sua vez tem sido relacionada com iniumeras
outras fungdes como a promocdo da angiogénese, proliferagdo e diferenciacdo celular além de
favorecer a motilidade de células de melanoma e também de cancer de mama. Adicionalmente, a
alta expressio da NPP2 em amostras de cancer de pulmao foi relacionada com o grau de
crescimento e invasividade (Goding et al., 2003; Stefan et al., 2005). Estes dados, associados
com os elevados niveis de expressdo desta enzima encontrados na linhagem D283, nos permitem

sugerir que a NPP2 esteja associada com o perfil metastatico desta linhagem.

Como ja discutido anteriormente as trés linhagens de MB humano aqui estudadas,
apresentaram baixa atividade ATPasica e ADPésica e um diferente perfil de hidrélise AMPésica
onde a linhagem Daoy apresentou a maior capacidade catalitica. Diante deste dado, resolvemos
avaliar o perfil de hidrolise do AMP por estas linhagens, assim como a formagdo dos
subprodutos a partir deste nucleosideo. Observamos que as linhagens Daoy e ONS76
apresentaram a capacidade de hidrolisar o AMP de forma bastante eficiente, no entanto, elas
diferiram entre si quando analisamos os subprodutos formados. Na linhagem Daoy o AMP foi
eficientemente hidrolisado e houve o acumulo de adenosina. Na ONS76 o AMP também foi
hidrolisado, mas com posterior acuimulo de inosina. Este dado a cerca da ONS76 esta de acordo
com a proeminente expressdo da enzima adenosina deaminase (ADA) apresentada por esta
linhagem, a qual catalisa a conversdo de adenosina em inosina no meio extracelular (Yegutkin,

2008).
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Em adicdo, demonstramos que a capacidade de hidrélise do AMP mostrada pelas
linhagens de MB foi a mesma frente a outros nucleosideos monofosfatados. Uma importante
subfamilia de enzimas ¢ descrita por auxiliar na hidrélise de nucleosideos monofosfatados no
meio extracelular, as fosfatases alcalinas (AP) (Millan, 2006). Ao realizarmos a incubagdo
enzimatica com substratos especificos para esta enzima, observamos que a mesma hidrolisou
apenas o pirofosfato inorganico (PPi). Sendo assim, para avaliar se esta enzima participava na
hidrolise do AMP, testamos a hidrolise deste nucleosideo na presenca de levamisol, um inibidor
especifico para AP. Observamos que este ndo alterou a capacidade de hidrolise do AMP pelas
linhagens de MB, nos levando a descartar a participagdo atividade da AP em nossas condi¢des

experimentais.

A ecto-5’NT/CD73 ¢ descrita como a principal responsavel pela hidrdlise extracelular de
nucleosideos monofosfatados (Strater, 2006; Yegutkin, 2008; Zimmermann et al., 2012). Neste
trabalho, mostramos que os MB estudados demonstraram uma caracteristica expressdao do
mRNA, acompanhada pela expressdo proteica da ecto-5’NT/CD73 seguindo um perfil onde a
Daoy > ONS76 > D283. Este perfil foi confirmado pela analise dos demais resultados acerca da
capacidade destas células em hidrolisar o AMP e também outros nucleotideos monofosfatados.
Com base nos dados da literatura, apontamos o resultado da expressdo da ecto-5’NT/CD73,
como um dado bastante intrigante, isso porque esta enzima tem sido amplamente descrita por seu
intimo papel na progressao de diferentes tipos de tumores (Beavis ef al., 2012), assim como tem
sido também relacionada com aumento da malignidade tumoral (Sadej et al., 2006; Wu et al.,
2012). Para os MB, observamos que as linhagens primarias apresentaram a expressao da ecto-
5’NT/CD73 e a linhagem D283, derivada de uma metastase e consequentemente mais maligna,

ndo expressa esta enzima. Adicionalmente, em uma ordem inversa a expressdo da ecto-
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5’NT/CD73, estas linhagens expressaram a enzima adenosina deaminase nos permitindo sugerir
que as modulacdes extracelulares nos niveis de adenosina podem ser cruciais também para a

regulacdo da progressao deste tipo de tumor.

Sabe-se que a expressdo da ecto-5’NT/CD73 e da adenosina deaminase € regulada pela
via canonica da Wnt/B-catenina, a qual age ativando e inibindo a expressdo destas enzimas,
respectivamente (Spychala and Kitajewski, 2004). Esta via, por sua vez, tem sido descrita por
induzir a transducdo de inumeros genes favoraveis ao cancer, inclusive em alguns subtipos de
MB (Gilbertson & Ellison, 2008). De forma bastante sucinta, esta via baseia-se na regulagcdo dos
niveis citosdlicos de B-catenina. Quando ela encontra-se inibida, a enzima GSK3- promove a
fosforilagdo da PB-catenina destinando-a a ubiquitinagdo e posterior degradacdo. Quando a via
Wnt estd ativada, ela impede a fosforilacdo da B-catenina, favorecendo o aumento de seus niveis
no citosol. Quando isso acontece, esta proteina sofre translocagdo para o nucleo, onde ela se une
com outras proteinas nucleares formando complexos promotores especificos que ativam ou
inibem a transcri¢do de genes dependentes da via Wnt/B-catenina (Polaskis, 2000; Ellison et al.,
2005). Dados evidenciados em bidpsias de MB mostraram que a imunoreatividade
citoplasmatica para P-catenina estava associada com um progndstico ruim para os pacientes €
que a imunoreatividade nuclear estava associada com um bom progndstico (Ellison ef al., 2005).
Sendo assim, buscamos avaliar o perfil de imunoreatividade para a f-catenina nas linhagens de
MB humano aqui estudadas. Observamos que as linhagens Daoy e ONS76 apresentaram maior
reatividade nuclear para a [-catenina do que a D283, que expressa essa proteina
preferencialmente no citosol. Tendo visto que a B-catenina quando no nucleo, modula a
transcricdo de inimeros genes alvo, podemos atribuir que o perfil de expressdo da ecto-

5’NT/CD73 e da adenosina deaminase, evidenciado nas linhagens de MB humano aqui
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estudadas, seja oriundo da regulagdo génica da via Wnt/B-catenina. Em adicdo, a
imunoreatividade para B-catenina tem sido associada com a determinacdo do progndstico para os
pacientes, sugerimos que a expressdo da ecto-5’NT/CD73 seja incluida no rol de marcadores

uteis na determinacdo do progndstico para pacientes com MB.

Considerando os importantes dados apresentados no item 3.2, os quais sugerem a
expressdo da enzima ecto-5’NT/CD73 como um bom marcador para progndstico em MB
humano e o importante papel que tem sido atribuido a esta enzima na progressdo de diferentes
tipos de tumores (Beavis et al., 2012), a continuidade deste trabalho foi avaliar o efeito da
superexpressdo da ecto-5’NT/CD73 na linhagem de MB humano D283 e avaliar o seu papel
sobre a formagdo e crescimento do tumor em um modelo in vivo de implante tumoral

xenografico.

Os dados descritos no item 3.3 mostram inicialmente a caracterizacdo do processo de
transfeccdo celular onde avaliamos a eficiéncia do mesmo na superexpressdo da enzima ecto-
5’NT/CD73 na linhagem D283 (Figura 1, item 3.3). Foi possivel observar que a linhagem que
recebera a sequéncia génica para esta enzima, D283hCD73 demonstrou expressar tanto o mRNA
que a codifica quanto a proteina e atividade em sua membrana plasmatica, sendo que o controle
da transfec¢do, descrito como a linhagem D283ev, mostrou baixos niveis de proteina e auséncia
de atividade. Na sequéncia, realizamos entdo o implante subcutdneo destas linhagens em um
modelo in vivo, incluindo a linhagem Daoy como um controle positivo da expressdo da ecto-
5’NT/CD73. Durante o acompanhamento do crescimento do tumor, medidas sequénciais eram
obtidas do maior e menor didmetro da massa tumoral para determinagdo do volume do tumor
assim como medidas do peso do animal eram obtidas a fim de monitorarmos sua integridade

fisiolégica. Como apontado na Figura 2 do item 3.3, os tumores produzidos quando os animais
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foram implantados com a linhagem que superexpressava da ecto-5’NT/CD73 mostraram um
volume de crescimento menor quando comparado aos tumores implantados com a linhagem
D283ev, o controle negativo para a expressdo desta enzima. Adicionalmente a linhagem Daoy,
durante 0 mesmo periodo de crescimento, produziu um tumor de proporg¢des significativamente

menores € com menores caracteristicas de malignidade.

Foi estabelecido que os animais fossem eutanasiados quando o primeiro de cada grupo
demonstrasse um tumor cuja medida do maior didmetro atingisse propor¢des proximas a 18 mm.
Ao término de cada periodo experimental, os animais eram eutanasiados, os tumores excisados e
fixados para posteriores analises. Foi possivel observar, com base na medida final do tamanho do
tumor que a linhagem D283hCD73 gerou um tumor de menor propor¢ao, tanto em dimensdes
quanto em peso, quando comparada com o controle D283ev, sugerindo que o reestabelecimento
da expressdo desta enzima gerou um tumor cujo comportamento foi similar ao tumor gerado pela
linhagem Daoy, que naturalmente expressa essa proteina. Gostariamos de deixar claro que a
linhagem tumoral que apresenta a expressdo desta enzima também possui a capacidade de
formagdo de um tumor maligno, no entanto, podemos sugerir que o fato deste tumor gerado
apresentar um crescimento mais lento, o tornaria suscetivel a um tratamento mais rigoroso e
eficiente. Com base nesta combinagdo de resultados podemos sugerir que a expressdo da ecto-
5’NT/CD73 por MB, pode estar relacionada a uma maior taxa de sobrevida, indicando um
melhor progndstico. Este dado tende a corroborar com a hipdtese sugerida no item 3.2, que
atribui um progndstico favordvel ao MB que expressa a ecto-5’NT/CD73 assim como com dados
da literatura que atribuem este mesmo perfil as amostras de pacientes com carcinoma de mama

que expressam esta enzima (Supernat et al., 2012).
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Como mencionado anteriormente, a principal fun¢do da ecto-5’NT/CD73 no ambiente
tumoral ¢ a produgdo extracelular de adenosina (Zhang, 2011). Esta, por sua vez, tem sido
amplamente descrita por favorecer o crescimento tumoral ativando vias de proliferagdo,
estimulando a angiogénese assim como protegendo o tecido tumoral contra a resposta imune
(Spychala, 2000; Beavis et al., 2012) principalmente pela ativag@o de seus receptores especificos
P1 (Fredholm et al, 2001; Ham & Evans, 2012). Sendo assim, muitas vezes os efeitos
contraditorios observados durante a modulagdo da ecto-5’NT/CD73 podem ser atribuidos ao
perfil de expressdo destes receptores demonstrado pela célula em questdo (Yasuda et al., 2009).
Fundamentados nesta ideia, buscamos avaliar a expressdo dos receptores P1 nas linhagens de
MB humano Daoy e D283. Observamos uma alta expressdo do receptor de adenosina A; pela
Daoy e do receptor Asa pela D283 (Figura 6, item 3.3). Assim como nos MB, outras linhagens
tumorais foram demonstradas por expressar estes receptores como, por exemplo, a linhagem T24
de cancer de bexiga a qual expressa os receptores Aj, Aza € Asg (Phelps ef al., 2006) e também a
linhagem de glioma de rato C6 que apresenta a expressdo de todos os receptores P1 (Castillo et

al., 2007).

De acordo com dados da literatura, nés sugerimos que a redugdo do crescimento do
tumor implantado atribuida a superexpressido da ecto-5’NT/CD73 na linhagem D283, tenha sido
desencadeada pela ativagdo do receptor de adenosina A,s expresso por esta linhagem. Sabe-se
que a ativagdo deste receptor pela adenosina promove a redugdo da viabilidade celular, além de
causar dano mitocondrial e desencadear morte por apoptose em células de cancer de colon
(Yasuda et al., 2009). Adicionalmente, a ativagdo do A,x promoveu morte celular em uma
linhagem de melanoma humano em um evento independente da ativagdo da enzima PKA

(proteina cinase A). Os autores deste trabalho sugeriram que este evento se deu por um
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mecanismo onde a ativacdo do A,a desencadeou a producdo de cAMP via adenilato ciclase, o
qual, por sua vez, promoveu a ativagdo da via da ERK e esta, entdo, ativou eventos intracelulares
relacionados a morte das células (Merighi ef al., 2002). Esta via de promogdo de morte celular
foi descrita também por outros pesquisadores como tendo sido desencadeadas por agentes
externos utilizados como tratamento contra o cancer, como o taxol e o resveratrol (Bacus ef al.,

2001; She et al., 2001).

Por fim, os dados relacionados no item 3.3 em concordancia com o item 3.2, apontam a
enzima ecto-5’NT/CD73 como possivel marcador de progndstico favoravel aos MB.
Adicionalmente, aos tumores que ndo apresentarem sua expressdo, vale ressaltar que sua
modulacdo génica pode vir a constituir um alvo terapéutico. No entanto, essas sugestoes devem
ser acompanhadas de uma ampla atencdo que deve ser direcionada para os receptores Pl,
mostrando sempre que o estudo em conjunto destes fatores pode vir a constituir ferramentas

valiosas para o tratamento dos MB, assim como para outros tipos de tumores.
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5 CONCLUSOES

5.1 Conclusdes gerais
e Componentes do sistema purinérgico, tanto receptores como enzimas, sao amplamente

expressos por diferentes linhagens de meduloblastoma humano.

e Dentre os receptores purinérgicos P2, destacamos a expressdo e funcionalidade do
receptor P2X7, onde a modulagdo do mesmo pode ser sugerida como um eficiente alvo

terapéutico para os meduloblastomas.

e O diferenciado perfil de expressio da enzima ecto-5’NT/CD73 pelas linhagens de
meduloblastoma humano nos permitem sugerir a mesma como um promissor marcador
de prognostico para esta malignidade. Adicionalmente, sua modulagdo assim como a dos
receptores P1 pode favorecer a redugdo do crescimento tumoral compondo um eficiente

alvo terapéutico no tratamento dos meduloblastomas.

5.2 Conclusdes especificas
e As linhagens Daoy, ONS76 e D283 apresentam uma variada expressdo dos receptores
P2X e P2Y, onde destacamos a expressdo do receptor P2X7 pela Daoy; o receptor P2X2

pela ONS76 e os receptores P2X1, P2X4, P2Y1 e P2Y2 pela D283.

e A anadlise da funcionalidade destes receptores quanto a capacidade de favorecer o influxo
de calcio, demonstrou que estes se encontram localizados na membrana destas células e

plenamente ativos.
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A modulagdo do receptor P2X7 na linhagem Daoy por concentra¢des farmacologicas de
ATP promoveu morte celular sugerindo este receptor como um importante alvo
terapéutico no tratamento dos meduloblastomas que apresentarem a expressdo deste

receptor.

As trés linhagens analisadas mostraram secretar ATP para o meio extracelular e também
apresentaram auséncia da expressdo das NTPDases, sugerindo um baixo metabolismo
deste nucleotideo. Sugerimos que este acimulo do ATP pode favorecer a proliferacdo das

células de meduloblastoma.

O diferenciado perfil de expressdo da enzima ecto-5’NT/CD73 pelas linhagens de MB ¢
regulado pela via candnica Wnt/B-catenina, o que nos permite sugerir que a expressao

desta enzima pode ser associada com um bom prognostico para os meduloblastomas.

A superexpressdo da ecto-5’NT/CD73 na linhagem D283 foi eficiente e a manutencdo da
nova linhagem superexpressando esta enzima (D283hCD73), se mantida em condigdes
especificas, pode ser utilizada como uma ferramenta no estudo dos efeitos desta enzima e

sua modulag@o por farmacos na progressdo dos meduloblastomas.

O modelo de implante de tumor xenografico mostrou que a superexpressdo da ecto-
5’NT/CD73 retardou o crescimento do tumor promovendo uma massa tumoral final de
menor tamanho quando comparada com seu controle negativo de expressdo da enzima,
mostrando que a modulagdo desta enzima pode ser favoravel para o controle do

crescimento de meduloblastomas.
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A analise da expressdo dos receptores P1 mostrou que a linhagem Daoy expressou o

receptor Al e a linhagem D283 expressou de forma proeminente o receptor A2A.

Por fim, com base em dados da literatura, sugerimos que o efeito da superexpressao da
ecto-5’NT/CD73 ao gerar um tumor menor, foi resultado a modulacdo do receptor A2A
expresso pela linhagem D283, o qual, por sua vez, promoveu uma diminui¢do da
viabilidade das células induzindo as mesmas a morte celular e assim retardando o

crescimento do tumor.
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6 PERSPECTIVAS

e Avaliar a modulacido do receptor P2X; sobre a proliferagdo das linhagens celulares de

meduloblastoma humano;

e Identificar o tipo de morte celular desencadeada pela ativagdo do receptor P2X; e

possiveis vias intracelulares envolvidas neste processo;

e Auvaliar a secrecdo de citocinas ¢ VEGF apos a modulagdo do receptor P2X; e o possivel

envolvimento destas com a progressdo dos meduloblastomas;

e Avaliar o efeito da radioterapia sobre a expressdo e atividade do receptor P2X7 e da
enzima ecto-5’NT/CD73, assim como a participagdo conjunta destes sobre eventos

celulares relacionados com a progressao tumoral;

e Avaliar a expressdo dos receptores de adenosina nas linhagens celulares transfectadas
com a ecto-5'NT/CD73 e determinar seu possivel papel sobre eventos de proliferacdo e
invasdo tumoral bem como em eventos de morte celular, sob a modulacdo farmacoldgica

destes receptores;

e Avaliar o tratamento de quimioterapicos como o metotrexato nas linhagens de

meduloblastoma humano e evidenciar sua agdo sobre a enzima ecto-5’NT/CD73;

e (Caracterizar a expressao do sistema purinérgico em bidpsias de meduloblastoma humano
e buscar uma possivel relagdo com vias intracelulares descritas por predizerem o

progndstico para os pacientes.
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For information on Ethics in publishing and Ethical guidelines for journal publication see
http://www.elsevier.com/publishingethics and http://www.elsevier.com/ethicalguidelines.

All authors are requested to disclose any actual or potential conflict of interest including any financial,
personal or other relationships with other people or organizations within three years of beginning the
submitted work that could inappropriately influence, or be perceived to influence, their work. See
also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest.

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or organisations
that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential conflicts of interest include
employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid expert testimony, patent applications/
registrations, and grants or other funding. See also http://www.elsevier.com/conflictsofinterest.

Submission of an article implies that the work described has not been published previously (except
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preprint, see http://www.elsevier.com/postingpolicy), that it is not under consideration for publication
elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible
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in the same form, in English or in any other language, including electronically without the written
consent of the copyright-holder. To verify originality, your article may be checked by the originality
detection service CrossCheck http://www.elsevier.com/editors/plagdetect.

This policy concerns the addition, deletion, or rearrangement of author names in the authorship of
accepted manuscripts:

Before the accepted manuscript is published in an online issue: Requests to add or remove an author,
or to rearrange the author names, must be sent to the Journal Manager from the corresponding author
of the accepted manuscript and must include: (a) the reason the name should be added or removed,
or the author names rearranged and (b) written confirmation (e-mail, fax, letter) from all authors that
they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or removal of authors,
this includes confirmation from the author being added or removed. Requests that are not sent by
the corresponding author will be forwarded by the Journal Manager to the corresponding author, who
must follow the procedure as described above. Note that: (1) Journal Managers will inform the Journal
Editors of any such requests and (2) publication of the accepted manuscript in an online issue is
suspended until authorship has been agreed.

After the accepted manuscript is published in an online issue: Any requests to add, delete, or rearrange
author names in an article published in an online issue will follow the same policies as noted above
and result in a corrigendum.

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a 'Journal Publishing Agreement' (for
more information on this and copyright see http://www.elsevier.com/copyright). Acceptance of the
agreement will ensure the widest possible dissemination of information. An e-mail will be sent to
the corresponding author confirming receipt of the manuscript together with a 'Journal Publishing
Agreement' form or a link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for internal
circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale or distribution
outside the institution and for all other derivative works, including compilations and translations
(please consult http://www.elsevier.com/permissions). If excerpts from other copyrighted works are
included, the author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the
source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases: please consult
http://www.elsevier.com/permissions.

As an author you (or your employer or institution) retain certain rights; for details you are referred
to: http://www.elsevier.com/authorsrights.

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research and/or
preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in study design; in
the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report; and in the decision to
submit the article for publication. If the funding source(s) had no such involvement then this should
be stated. Please see http://www.elsevier.com/funding.

Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors whose articles appear in
journals published by Elsevier, to comply with potential manuscript archiving requirements as specified
as conditions of their grant awards. To learn more about existing agreements and policies please visit
http://www.elsevier.com/fundingbodies.

This journal does not ordinarily have publication charges; however, authors can now opt
to make their articles available to all (including non-subscribers) via the ScienceDirect
platform, for which a fee of $3000 applies (for further information on open access see
http://www.elsevier.com/about/open-access/open-access-options). Please note that you can only
make this choice after receiving notification that your article has been accepted for publication,
to avoid any perception of conflict of interest. The fee excludes taxes and other potential
costs such as color charges. In some cases, institutions and funding bodies have entered into
agreement with Elsevier to meet these fees on behalf of their authors. Details of these agreements
are available at http://www.elsevier.com/fundingbodies. Authors of accepted articles, who wish
to take advantage of this option, should complete and submit the order form (available at
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http://www.elsevier.com/locate/openaccessform.pdf). Whatever access option you choose, you retain
many rights as an author, including the right to post a revised personal version of your article on your
own website. More information can be found here: http://www.elsevier.com/authorsrights.

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not
a mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require
editing to eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct
scientific English may wish to use the English Language Editing service available from
Elsevier's WebShop http://webshop.elsevier.com/languageediting/ or visit our customer support site
http://support.elsevier.com for more information.

Submission to this journal proceeds totally online and you will be guided stepwise through the creation
and uploading of your files. The system automatically converts source files to a single PDF file of the
article, which is used in the peer-review process. Please note that even though manuscript source
files are converted to PDF files at submission for the review process, these source files are needed for
further processing after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision
and requests for revision, takes place by e-mail removing the need for a paper trail.

Submit your article
Please submit your article via http://www.ees.elsevier.com/bc

Please submit, with the manuscript, the names, addresses and e-mail addresses of three potential
referees. Note that the editor retains the sole right to decide whether or not the suggested reviewers
are used.

PREPARATION

It is important that the file be saved in the native format of the wordprocessor used. The text should
be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most formatting codes
will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not use the wordprocessor's
options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold face, italics, subscripts,
superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid, use only one grid for each
individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use tabs, not spaces, to align columns.
The electronic text should be prepared in a way very similar to that of conventional manuscripts
(see also the Guide to Publishing with Elsevier: http://www.elsevier.com/guidepublication). Note that
source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you embed your figures
in the text. See also the section on Electronic artwork.

To avoid unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check' and 'grammar-check’
functions of your wordprocessor.

The structure of the article differs per article type. Please refer to the "Structure requirements for
1JBCB articles" for detailed instructions for each article type.

Subdivision - numbered sections

Divide your article into clearly defined and numbered sections. Subsections should be numbered
1.1 (then 1.1.1, 1.1.2, ...), 1.2, etc. (the abstract is not included in section numbering). Use this
numbering also for internal cross-referencing: do not just refer to 'the text'. Any subsection may be
given a brief heading. Each heading should appear on its own separate line.

Appendices

If there is more than one appendix, they should be identified as A, B, etc. Formulae and equations in
appendices should be given separate numbering: Eq. (A.1), Eq. (A.2), etc.; in a subsequent appendix,
Eqg. (B.1) and so on. Similarly for tables and figures: Table A.1; Fig. A.1, etc.

e Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.
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e Author names and affiliations. Where the family name may be ambiguous (e.g., a double name),
please indicate this clearly. Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was
done) below the names. Indicate all affiliations with a lower-case superscript letter immediately after
the author's name and in front of the appropriate address. Provide the full postal address of each
affiliation, including the country name and, if available, the e-mail address of each author.

e Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing
and publication, also post-publication. Ensure that phone numbers (with country and area
code) are provided in addition to the e-mail address and the complete postal address.
Contact details must be kept up to date by the corresponding author.

e Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article was
done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address') may be indicated as
a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the work must be
retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately from
the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be avoided, but if
essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should
be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in the abstract itself.

A Graphical abstract is optional and should summarize the contents of the article in a concise, pictorial
form designed to capture the attention of a wide readership online. Authors must provide images
that clearly represent the work described in the article. Graphical abstracts should be submitted as a
separate file in the online submission system. Image size: Please provide an image with a minimum
of 531 x 1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of 5 x
13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS, PDF or MS Office
files. See http://www.elsevier.com/graphicalabstracts for examples.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure the best
presentation of their images also in accordance with all technical requirements: Illustration Service.

Highlights are a short collection of bullet points that convey the core findings of the article. Highlights
are optional and should be submitted in a separate file in the online submission system. Please use
'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces,
per bullet point). See http://www.elsevier.com/highlights for examples.

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using American spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and', 'of"). Be sparing
with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible. These keywords
will be used for indexing purposes.

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first page
of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at their first
mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations throughout the article.

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references and do
not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise. List here those
individuals who provided help during the research (e.g., providing language help, writing assistance
or proof reading the article, etc.).

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI). If
other units are mentioned, please give their equivalent in SI.

Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units (SI).
If other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You are urged to consult IUPAC:
Nomenclature of Organic Chemistry: http://www.iupac.org/ for further information.
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Please refer to relevant database identifiers using the following format in your article: Database: xxxx
(e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN). See http://www.elsevier.com/databaselinking
for more information and a full list of supported databases.

Present simple formulae in the line of normal text where possible and use the solidus (/) instead of
a horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in
italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations
that have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article, using
superscript Arabic numbers. Many wordprocessors build footnotes into the text, and this feature may
be used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and present the
footnotes themselves separately at the end of the article. Do not include footnotes in the Reference
list.

Table footnotes

Indicate each footnote in a table with a superscript lowercase letter.

Electronic Artwork

General points

e Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.
e Save text in illustrations as 'graphics' or enclose the font.

e Only use the following fonts in your illustrations: Arial, Helvetica.

e Number the illustrations according to their sequence in the text.

e Use a logical naming convention for your artwork files.

e Provide captions to illustrations separately.

e Produce images near to the desired size of the printed version.

e Submit each figure as a separate file.

A detailed guide on electronic artwork is available on our website:
http://www.elsevier.com/artworkinstructions

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given here.
Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised, please 'save as' or
convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for line drawings,
halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.

TIFF: Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300 dpi.

TIFF: Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF: Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of 500 dpi is required.
If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint, Excel) then
please supply 'as is'.

Please do not:

e Supply files that are optimised for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the resolution is too low;
e Supply files that are too low in resolution;

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Preparation checklist for ilustrations

Please ensure that molecular weight markers are included in all immunoblot and gel figures. For
comparative studies, all the protein bands must originate from the same gel. Bar graphs must include
standard errors or standard deviations. Please avoid over-complicated coding patterns for bars.
Micrographs must include scale bars. Appropriately sized numbers, letters, and symbols should be
used so they are no smaller than 2.4 mm (10 pt) in size after reduction to a single column width
(7.84 cm or 3.085 inches), or a 2-column width (16.5 cm or 6.5 inches). Superscript and subscript
characters are included in this rule. Numbers, letters, and symbols used in multi-paneled figures
must be consistent. Figures should preferably be drawn to occupy a single column width (7.84 cm
or 3.085 inches). Occasionally, the figures may occupy a double column width if such size enhances
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presentation. Produce images near to the desired size of the printed version. Make sure that the
lettering is such that when the figure is in print, the size of the font is the equivalent to, or slightly
larger than the text of the journal. Axis labels should be printed with an initial capital letter followed
by lower case lettering with units in open brackets. Axis line width should be uniform and 1 pt in
thickness. Column and line diagrams should not be boxed or include gridlines. Use a logical nhaming
convention for your artwork files, and supply a separate listing of the files and the software used.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files) and with
the correct resolution. If, together with your accepted article, you submit usable color figures then
Elsevier will ensure, at no additional charge, that these figures will appear in color on the Web (e.g.,
ScienceDirect and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in color
in the printed version. For color reproduction in print, you will receive information regarding
the costs from Elsevier after receipt of your accepted article. Please indicate your preference
for color: in print or on the Web only. For further information on the preparation of electronic artwork,
please see http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Please note: Because of technical complications which can arise by converting color figures to 'gray
scale' (for the printed version should you not opt for color in print) please submit in addition usable
black and white versions of all the color illustrations.

e Color charges in print apply only for regular articles, short communications and unsolicited reviews.
e Color in print is free of charge for invited reviews and In Focus articles.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. Supply captions separately, not attached to the figure. A
caption should comprise a brief title (not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep
text in the illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Number tables consecutively in accordance with their appearance in the text. Place footnotes to tables
below the table body and indicate them with superscript lowercase letters. Avoid vertical rules. Be
sparing in the use of tables and ensure that the data presented in tables do not duplicate results
described elsewhere in the article.

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and vice
versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and personal
communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in the text. If these
references are included in the reference list they should follow the standard reference style of the
journal and should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results' or
'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press' implies that the item has been accepted
for publication.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last accessed. Any
further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source publication, etc.),
should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the reference list) under a
different heading if desired, or can be included in the reference list.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any citations in
the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

This journal has standard templates available in key reference management
packages EndNote (http://www.endnote.com/support/enstyles.asp) and Reference Manager
(http://refman.com/support/rmstyles.asp). Using plug-ins to wordprocessing packages, authors only
need to select the appropriate journal template when preparing their article and the list of references
and citations to these will be formatted according to the journal style which is described below.

Reference style

Text: All citations in the text should refer to:

1. Single author: the author's name (without initials, unless there is ambiguity) and the year of
publication;
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2. Two authors: both authors' names and the year of publication;

3. Three or more authors: first author's name followed by 'et al.' and the year of publication.
Citations may be made directly (or parenthetically). Groups of references should be listed first
alphabetically, then chronologically.

Examples: 'as demonstrated in wheat (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan and Jones, 1999). Kramer
et al. (2010) have recently shown ...."

List: References should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically if
necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be identified by
the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer ], Hanraads JAJ, Lupton RA. The art of writing a scientific article. J Sci Commun
2010;163:51-9.

Reference to a book:

Strunk Jr W, White EB. The elements of style. 4th ed. New York: Longman; 2000.

Reference to a chapter in an edited book:

Mettam GR, Adams LB. How to prepare an electronic version of your article. In: Jones BS, Smith RZ,
editors. Introduction to the electronic age. New York: E-Publishing Inc; 2009. p. 281-304.

Note shortened form for last page number. e.g., 51-9, and that for more than 6 authors the first 6
should be listed followed by "et al." For further details you are referred to "Uniform Requirements
for Manuscripts submitted to Biomedical Journals” (J Am Med Assoc 1997;277:927-34) (see also
http://www.nIm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html).

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to

Index Medicus journal abbreviations: http://www.nlm.nih.gov/tsd/serials/lji.html;

List of title word abbreviations: http://www.issn.org/2-22661-LTWA-online.php;

CAS (Chemical Abstracts Service): http://www.cas.org/content/references/corejournals.

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your scientific
research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with their article are
strongly encouraged to include links to these within the body of the article. This can be done in the
same way as a figure or table by referring to the video or animation content and noting in the body
text where it should be placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly
relate to the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is directly
usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a preferred maximum
size of 50 MB. Video and animation files supplied will be published online in the electronic version
of your article in Elsevier Web products, including ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com.
Please supply 'stills' with your files: you can choose any frame from the video or animation or
make a separate image. These will be used instead of standard icons and will personalize the
link to your video data. For more detailed instructions please visit our video instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Note: since video and animation cannot be embedded
in the print version of the journal, please provide text for both the electronic and the print version
for the portions of the article that refer to this content.

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your scientific research.
Supplementary files offer the author additional possibilities to publish supporting applications, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be
published online alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including
ScienceDirect: http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is
directly usable, please provide the data in one of our recommended file formats. Authors should
submit the material in electronic format together with the article and supply a concise and descriptive
caption for each file. For more detailed instructions please visit our artwork instruction pages at
http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

The following list will be useful during the final checking of an article prior to sending it to the journal
for review. Please consult this Guide for Authors for further details of any item.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
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e E-mail address

e Full postal address

e Phone numbers

All necessary files have been uploaded, and contain:

e Keywords

e All figure captions

¢ All tables (including title, description, footnotes)

Further considerations

e Manuscript has been 'spell-checked' and 'grammar-checked'

e References are in the correct format for this journal

¢ All references mentioned in the Reference list are cited in the text, and vice versa

e Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including the Web)
¢ Color figures are clearly marked as being intended for color reproduction on the Web (free of charge)
and in print, or to be reproduced in color on the Web (free of charge) and in black-and-white in print
e If only color on the Web is required, black-and-white versions of the figures are also supplied for
printing purposes

For any further information please visit our customer support site at http://support.elsevier.com.

AFTER ACCEPTANCE

The Digital Object Identifier (DOI) may be used to cite and link to electronic documents. The DOI
consists of a unique alpha-numeric character string which is assigned to a document by the publisher
upon the initial electronic publication. The assigned DOI never changes. Therefore, it is an ideal
medium for citing a document, particularly 'Articles in press' because they have not yet received their
full bibliographic information. Example of a correctly given DOI (in URL format; here an article in the
journal Physics Letters B):

http://dx.doi.org/10.1016/j.physletb.2010.09.059

When you use a DOI to create links to documents on the web, the DOIs are guaranteed never to
change.

One set of page proofs (as PDF files) will be sent by e-mail to the corresponding author (if we do
not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post) or, a link will be provided in
the e-mail so that authors can download the files themselves. Elsevier now provides authors with
PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe Reader version 7 (or
higher) available free from http://get.adobe.com/reader. Instructions on how to annotate PDF files
will accompany the proofs (also given online). The exact system requirements are given at the Adobe
site: http://www.adobe.com/products/reader/tech-specs.html.

If you do not wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including
replies to the Query Form) and return them to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections
quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other
comments (including replies to the Query Form) on a printout of your proof and return by fax, or scan
the pages and e-mail, or by post. Please use this proof only for checking the typesetting, editing,
completeness and correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as
accepted for publication will only be considered at this stage with permission from the Editor. We will
do everything possible to get your article published quickly and accurately — please let us have all your
corrections within 48 hours. It is important to ensure that all corrections are sent back to us in one
communication: please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent corrections
cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that Elsevier may proceed with
the publication of your article if no response is received.

The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article via e-
mail (the PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover sheet
with the journal cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use). For
an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is sent once
the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order offprints
at any time via Elsevier's WebShop (http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints).
Authors requiring printed copies of multiple articles may use Elsevier WebShop's
'Create Your Own Book' service to collate multiple articles within a single cover
(http://webshop.elsevier.com/myarticleservices/offprints/myarticlesservices/booklets).
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AUTHOR INQUIRIES

For inquiries relating to the submission of articles (including electronic submission) please visit
this journal's homepage. For detailed instructions on the preparation of electronic artwork,
please visit http://www.elsevier.com/artworkinstructions. Contact details for questions arising after
acceptance of an article, especially those relating to proofs, will be provided by the publisher.
You can track accepted articles at http://www.elsevier.com/trackarticle. You can also check
our Author FAQs at http://www.elsevier.com/authorFAQ and/or contact Customer Support via
http://support.elsevier.com.

© Copyright 2012 Elsevier | http://www.elsevier.com
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8.3.2 Artigo 3: Cancer Letters

Guide for Authors

Types of papers

Cancer Letters welcomes submissions of full-length original research papers and Minireviews. The act of submitting a
manuscript to the journal carries with it the right to publish that paper. The main object of the journal is the publication
of papers with particular reference to the human species. These should appeal to clinicians and research workers
alike. Original research papers should deal with original research not previously published or being considered for
publication elsewhere. Minireviews should provide concise overviews of the current research and/or clinical status of
the topics under discussion. They should discuss published data. Minireviews should not present primary

unpublished data. Cancer Letters does not publish Case Reports.
All original papers submitted to Cancer Letters will be evaluated by the Journal's Editors.

The Editorial Office has adopted a rating system, in order to establish which manuscripts will be sent out for peer

review. The rating system allows the Editor to assess the manuscript in terms of the following criteria:

* Presentation

* Style and structure

* Quality of English language

* Whether the topic being covered is within the aims and scope of the journal

* The manuscript's scientific novelty together with how it compares to other manuscripts submitted on similar topics.
Those manuscripts which are judged as being eligible for consideration by the Editors will be subject to peer review.
Ethics and Procedures

The editors and publisher of this Journal believe that there are fundamental principles underlying scholarly or
professional publishing. While this may not amount to a formal "code of conduct", these fundamental principles with
respect to the authors' paper are that the paper should:

* be the authors' own original work, which has not been previously published elsewhere

* reflect the authors' own research and analysis and do so in a truthful and complete manner,

* properly credit the meaningful contributions of co-authors and co-researchers,
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* not be submitted to more than one journal for consideration (ensuring it is not under redundant simultaneous peer
review), and

* be appropriately placed in the context of prior and existing research.

Of equal importance are ethical guidelines dealing with research methods and research funding, including issues
dealing with informed consent, research subject privacy rights, conflicts of interest, and sources of funding. While it
may not be possible to draft a "code" that applies adequately to all instances and circumstances, we believe it useful
to outline our expectations of authors and procedures that the Journal will employ in the event of questions
concerning author conduct. Relevant conflicts of interest should be disclosed

(seehttp://www.elsevier.com/wps/find/authorshome.authors/conflictsofinterest).

Studies involving experiments with animals must state that their care was in accordance with institution guidelines.

Submission of manuscripts

Cancer Letters has moved to an online submission and review system. Manuscripts should be submitted online

athttp://www.ees.elsevier.com/can and the instructions on the site should be closely followed. Authors may submit

manuscripts and track their progress through to final decision. Reviewers can download manuscripts and submit their

reports to the Managing Editors.

Authors unable to submit online should contact the Editorial Office:

Cancer Letters Editorial Office
Elsevier Ltd

The Boulevard

Langford Lane

Oxford OX5 1GB

U.K.

Tel : +44 (0)1865 843203

Fax : +44 (0)1865 843992

Email :cancerletters@elsevier.com

Submission of an article to Cancer Letters implies that the work described has not been published previously (except
in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis), that it is not under consideration for

publication elsewhere, that its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible
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authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published elsewhere in the same form,

in English or any other language, without the written consent of the Publisher.

Manuscripts should be submitted online at http://www.ees.elsevier.com/can and should be in English. Authors' full

names, academic or professional affiliations, and addresses should be included on the first page. All authors should
have made substantial contributions to all of the following: (1) the conception and design of the study, or the
acquisition of data, or analysis and interpretation of data, (2) drafting the article or revising it critically for important
intellectual content, (3) final approval of the version to be submitted. The name, postal address, email address, phone
and FAX numbers of the corresponding author should be provided. Authors should supply the names and email
addresses of 3 to 5 potential reviewers for their manuscript. To provide an international perspective, no more than 2
potential reviewers should be from the same country. Please do not suggest reviewers from your own institution,
previous or current collaborators or Editorial Board members. Without reviewer suggestions, processing of the

manuscript may be delayed. Please do not contact any reviewers that you have suggested.

Online submission guidelines can be followed at http://www.ees.elsevier.com/can. Via this website you will be guided

stepwise through the creation and uploading of the various files. The system automatically converts source files into a
single Adobe Acrobat PDF version of the article, which is used in the peer review process. Please note that although

manuscript source files are converted to PDF at submission for the review process, these source files are needed for
further processing after acceptance. All correspondence, including notification of the Editor's decision and requests

for revision, takes place by email and via the author's homepage, removing the need for a hard-copy paper trail.

Manuscript preparation

Please strive for a professionally prepared manuscript of high technical and scientific quality. Many reviewers are
overwhelmed with review requests. Our experience is that they are more likely to agree to review a well prepared

manuscript.

Articles should be submitted in the following order : Title, Abstract, Introduction, Materials and Methods, Results,

Discussion, Acknowledgements, References.

Please number the headings in your manuscript as follows:
1. Introduction; 2. Materials and methods; 3. Results; 4. Discussion, etc.; with further numbering for subheadings (e.g.

1.1, 1.2, etc) as required.

All submissions must be accompanied by a covering letter in which the significance of the results is outlined in no

more than 5 sentences.
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Title must address the main result of the study and preferably not exceed 185 characters, including spaces.

Extraneous words such as 'study' investigation', 'analysis', etc, should be avoided.

Abstract. A concise and factual abstract not exceeding 80-100 is required, followed by 3-6 indexing terms (keywords).
The abstract should briefly state the purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract

is often presented separately from the article, so it must be able to stand alone.

Tables should be typed, with double spacing, each on a separate sheet, numbered consecutively with Roman
numerals, and should only contain horizontal lines. A short descriptive heading should be given above each table,

and any footnotes and explanations underneath.

Figures must be numbered and keyed into the text. For advice on correctly formatting electronic images, please refer

to http://authors.elsevier.com. For illustrations that cannot be submitted electronically, please send them by post to

the Editorial Office. The author's name, the figure number and an arrow identifying orientation should be appended to
the reverse of each illustration. Line drawings (including graphs) must be in black ink on a white background.
Alternatively, sharp photographs on glossy paper may be provided. The lettering should be large enough to permit
photographic reproduction. Halftone illustrations may be included, which should be submitted as black and white
prints on glossy paper and have as much contrast as possible. All legends should be typed on a separate sheet of
paper. Composite illustrations should be sensibly and compactly arranged as a plate, without leaving much empty

white space between the different elements.

lllustrations should be designed for use in either a single column (7.5cm) or a double column (16cm). Actual

magnification of all photomicrographs should be indicated by a micron bar or in the legend.

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF, EPS or MS Office files) and with the correct
resolution. If, together with your accepted article, you submit usable electronic colour figures then Elsevier will
ensure, at no additional charge, that these figures will appear in colour on the Web (e.g. ScienceDirect and other
sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in colour in the printed version. For colour
reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier after receipt of your accepted
article. Please indicate your preference for colour in print or on the Web only. For further information on the

preparation of electronic artwork, please see http://authors.elsevier.com/artwork.

Acknowledgements. All contributors who do not meet the criteria for authorship as defined above should be listed in

an acknowledgements section. Examples of those who might be acknowledged include a person who provided purely
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technical help, writing assistance, or a departmental chair who provided only general support. Authors should

disclose whether they had any writing assistance and identify the entity that paid for that assistance.

Conflict of Interest. At the end of the text, under a subheading "Conflict of Interest Statement", all authors must
disclose any financial and personal relationships with other people or organisations that could innapropriately
influence (bias) their work. Examples of potential conflicts of interest include employment, consultancies, stock

ownership, honoraria, paid expert testimony, patent applications/registrations, and grants or other funding.

Role of the Funding Source. All sources of funding should be declared as an acknowledgement at the end of the
text. Authors should declare the role of the study sponsors, if any, in the study design, in the collection, analysis and
interpretation of data; in the writing of the manuscript; and in the decision to submit the manuscript for publication. If

the study sponsors had no such involvement, the authors should so state.

References should be numbered and listed on a separate sheet. Indicate references by number(s) in square brackets

in line with the text. The actual authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: "?.. as demonstrated [3,4]. Barnaby and Jones [5] obtained a different result?."

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they appear in the text.

Examples:
Reference to a journal publication:
[1]J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J. Sci. Commun. 163 (2000)

51-59

Reference to a book:

[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, third ed., Macmillan, New York, 1979.

Reference to a chapter in an edited book:
[3] G.R. Mettam, L.B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in: B.S. Jones, R.Z. Smith (Eds.),

Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New York, 1999, pp281-304.

Supplementary data is accepted by Cancer Letters to support and enhance your scientific research. Supplementary
files offer the author additional responsibilities to publish supporting applications, movies, animation sequences, high-
resolution images, background datasets, sound clips and more. Supplementary files will be published online
alongside the electronic version of your article in Elsevier Web products, including

ScienceDirect:http://www.sciencedirect.com. In order to ensure that your submitted material is directly usable, please

-175 -



ensure that data is provided in one of our recommended file formats. Authors should submit the material in electronic
format together with the article and supply a concise and descriptive caption for each file. For more detailed

instructions, please visit our artwork instruction pages at the Author Gateway at http://authors.elsevier.com/artwork.

Authors In Japan please note: if you would like information about how to have the English of your paper checked,
corrected and improved (before submission), please contact our Tokyo office who will inform you of the services

provided by language correctors:

Elsevier, 9-15, Higashi-Azabu 1-chome, Minato-ku, Tokyo 106, Japan.

Tel. (+81) 3-5561-5033: Fax (+81) 3-5561-5047; E-mail: info@elsevier.co.jp

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to transfer copyright (for more information on copyright,

seehttp://authors.elsevier.com). This transfer will ensure the widest possible dissemination of information. A letter will

be sent to the corresponding author confirming receipt of the manuscript. A form facilitating transfer of copyright will

be provided.

If excerpts from other copyrighted works are included, the author(s) must obtain written permission from the copyright
owners and credit the source(s) in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases :
contact Elsevier's Rights Department, Philadelphia, PA, USA: Tel. (+1) 215 238 7869; Fax (+1) 215 238 2239; e-mail
healthpermissions@elsevier.com. Requests may also be completed online via the Elsevier homepage

( http://www.elsevier.com/locate/permissions).

US National Institutes of Health (NIH) voluntary posting ("Public Access") policy

Elsevier facilitates author response to the NIH voluntary posting request (referred to as the NOH "Public Access

Policy"; see http://www.nih.gov/about/publicaccess/index.htm) by posting the peer-reviewed author's manuscript

directly to PubMedCentral on request from the author, 12 months after formal publication. Upon notification from
Elsevier of acceptance, we will ask you to confirm via e-mail (by e-mailing us at NIHauthorrequest@elsevier.com)
that your work has received NIH funding and that you intend to respond to the NIH policy request, along with your
NIH award number to facilitate processing. Upon such confirmation, Elsevier will submit to PubMedCentral on your
behalf a version of your manuscripts that will include peer-review comments, for posting 12 months after formal
publication. This will ensure that you have responded fully to the NIH request policy. There will be no need for you to

post your manuscript directly with PubMedCentral, and any such posting is prohibited.
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Author's rights

As an author you (or your employer or institution) may do the following :

- Make copies (print or electronic) of the article for your own personal use, including for your own classroom teaching
use.

- Make copies and distribute such copies (including through e-mail) of the article to research colleagues, for the
personal use by such colleagues (but not commercially or systematically, e.g. via an e-mail list or list server).

- Post a pre-print version of the article on Internet websites including pre-print servers, and to retain indefinitely such
version on such servers or sites.

- Post a revised personal version of the final text of the article (to reflect changes made in the peer review and editing
process) on your personal or institutional website or server, with a link to the journal homepage

(onhttp://www.elsevier.com).

- Present the article at a meeting or conference and to distribute copies of the article to the delegates attending such
a meeting.

- For your employer, if the article is a 'work for hire', made within the scope of your employment, your employer may
use all or part of the information in the article for other intra-company use (e.g. training).

- Retain patent and trademark rights and rights to any processes or procedure described in the article.

- Include the article in full or in part in a thesis or dissertation (provided that this is not to be published commercially).
- Use the article or any part thereof in a printed compilation of your works, such as collected writings or lecture notes
(subsequent to publication of your article in the journal).

- Prepare other derivative works, to extend the article into book-length form, or to otherwise re-use portions or

excerpts in other works, with full acknowledgement of its original publication in the journal.

Proof reading. When you receive a (PDF) proof (as an e-mail attachment) of your article for correction, it is important
to ensure that all your corrections are sent back to us in one communication. Subsequent corrections will not be

possible.

Electronic Offprints (e-offprints). The corresponding author, at no cost, will be provided with a PDF file of the article
via e-mail. The PDF file is a watermarked version of the published article and includes a cover sheet with the journal

cover image and a disclaimer outlining the terms and conditions of use.

Author enquiries. Authors can also keep track of the progress of their accepted article, and set up email alerts
informing them of changes to their manuscript's status, by using the "Track a Paper" feature of Elsevier's Author

Gateway ( http://authors.elsevier.com.
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For specific enquiries on the preparation of electronic artwork, consult http://authors.elsevier.com.

Contact details for questions arising after acceptance of an article, especially those relating to proofs, are provided

when an article is accepted for publication.

Cancer Letters has no page charges.

Sponsored Articles:
Cancer Letters offers authors or their institutions the option to sponsor non-subscriber access to their articles on

Elsevier's electronic publishing platforms. For more information please click here.
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